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Läsionen im avaskulären Teil des Meniskus stellen aufgrund der fehlenden 
Selbstheilung nach wie vor ein ungelöstes Problem in der Traumatologie dar. Der 
Großteil der Meniskusverletzungen ist jedoch in diesem avaskulären Anteil lokalisiert 
[26]. Die derzeit übliche Behandlung solcher Verletzungen ist die arthroskopische 
partielle Meniskektomie [73].  
Nachteil sind osteoarthrotische Veränderungen, welche durch diese Behandlung 
induziert werden können. Hauptursache hierfür sind eine Erhöhung der auf die 
Gelenkflächen einwirkenden Kräfte, was eine Folge der fehlenden 
Belastungsverteilung und Schockabsorption durch die Menisken ist, und die daraus 
resultierende Schädigung des Gelenkknorpels [1, 55, 64, 67]. 
Bereits ein Verlust von 15-24% des Meniskus führt zu einer Steigerung des 
Kontaktdruckes auf die Gelenkknorpel um mehr als 350% [75]. Langfristig resultieren 
hieraus eine irreversible degenerative Schädigung des betroffenen Kniegelenks und 
eine vorzeitige Gonarthrose. 
Die arthroskopische partielle Meniskektomie gehört zu den am häufigsten 
durchgeführten Operationen in Deutschland [7], wofür u.a. die steigende Anzahl an 
Sportunfällen verantwortlich ist. Entsprechend bedeutend ist der durch solche 
Verletzungen entstehende volkswirtschaftliche Schaden [56, 76, 91]. 
 
 
1.1.1 Aufbau der Menisken 
 
Die Menisken sind wichtige Strukturen des Kniegelenks, die die Belastung verteilen, 
Schock absorbieren und das Knie und den Bandapparat stabilisieren. Auch sind sie für 
die Propriozeption und die Lubrikation der Gelenkflächen essentiell [1, 55, 64]. Damit 
kompensieren sie teilweise die fehlende knöcherne Führung. Die beiden Scheiben sind 




keilförmig auslaufend. Die den Femurkondylen zugewandte Seite ist konkav, die dem 
Tibiaplateau aufliegende Seite flach. Die Menisken tragen einen Großteil der Last des 
Kniegelenks, da die Femurkondylen nur im Zentrum direkt auf dem Tibiaplateau ruhen, 
während sie in der Peripherie auf den Menisken sitzen. Sie folgen den Bewegungen 
des Kniegelenks indem sie sich beim Beugen nach hinten und beim Strecken nach 
vorne verschieben. 
Der laterale Meniskus ist nahezu kreisrund und die von ihm bedeckte Tibiaoberfläche 
ist deutlich größer als die vom Innenmeniskus bedeckte. Er ist nur geringgradig mit 
dem Vorderhorn an der Eminentia interkondylaris hinter der Insertionsstelle des 
anterioren Kreuzbandes und mit dem Hinterhorn auf dem Tibiaplateau befestigt, so 
dass er sehr gut verschieblich ist. Am Femurkondylus ist er variabel über sogenannte 
Humphrey- und Wrisberg-Ligamente befestigt, am Ligamentum kollaterale laterale 
überhaupt nicht. Daraus ergibt sich eine größere Beweglichkeit im Rahmen der Flexion.  
Der Innenmeniskus ist C-förmig und hat über transversale Bänder im 
Vorderhornbereich Verbindungen zum Außenmeniskus. Sein Vorderhorn ist in der 
Fossa interkondylaris anterior vor der Insertion des vorderen Kreuzbandes verankert 
und sein Hinterhorn zwischen den Insertionsstellen von hinterem Kreuzband und 
Außenmeniskus. Des Weiteren ist er im Randbereich mit der medialen Gelenkkapsel 









(Aus Weigel, Nerlich: Praxisbuch Unfallchirugie 2004 [96], S. 594, 
Abb. 10.1) 
 
Die Menisken bestehen aus Faserknorpel und haben eine extrazelluläre Matrix aus 
dichten, längs verlaufenden Typ-I-Kollagen Faserbündeln. Verstärkt werden die 
Meniski durch radiär und quer verlaufende Fasern. Zwischen den Kollagenfasern sitzen 
einzelne Knorpelzellen, sowie kleine isogene Chondrozytengruppen. Die extrazelluläre 
Matrix der Menisken besteht des Weiteren aus Glykosaminoglykanen, welche wichtig 
für das elastische Verhalten und die Kompressionsfähigkeit sind [15]. 
Die vaskuläre Versorgung der Menisken erfolgt aus oberen und unteren Ästen der Aa. 
geniculares laterales und mediales, welche sich an der Meniskusbasis zu einem 
perimeniskalen Plexus vereinigen. Hieraus werden über kleine radiäre Äste etwa 10-
25% des Außenmeniskus und 20-30% des Innenmeniskus versorgt. 
Man kann die Menisken in einen vaskularisierten Teil, die sogenannte rot-rote Zone, 
einen avaskulären Anteil, entsprechend der weiß-weißen Zone sowie eine 
Intermediärzone, die rot-weiße Zone unterteilen. Zu den avaskulären Anteilen gehören 
die zentralen Anteile der Menisken, welche über Diffusion aus der Synovialflüssigkeit 





1.1.2 Meniskusschäden und Behandlungsmöglichkeiten 
 
Meniskusverletzungen gehören zu den häufigsten orthopädischen Verletzungen, und 
führen im weiteren Verlauf zu einer Knorpelschädigung im Kniegelenk [15]. 
In den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts wurde der Meniskus zeitweise als überflüssig 
angesehen und als Behandlung der Wahl solcher Verletzungen eine komplette 
Entfernung des Meniskus durchgeführt, was zwar zu guten kurzfristigen Ergebnissen 
mit deutlicher Reduktion der Schmerzsymptomatik, im weiteren Verlauf allerdings zu 
schweren degenerativen Veränderungen des Kniegelenks geführt hat [2, 5, 29, 35, 89]. 
Als mit einem geringeren Verlust an Meniskusgewebe verbundener Eingriff wird heute 
häufig die arthroskopische partielle Meniskektomie durchgeführt. Sie führt zu einer 
Verbesserung der Beweglichkeit und zur Verringerung der Schmerzen. Aber auch diese 
Behandlungsmethode führt im langfristigen Verlauf zu Knorpeldegeneration, welche 
proportional ist zu der entfernten Menge an Meniskusgewebe [10, 24, 27, 29]. 
Es wurde auch eine Rekonstruktion des beschädigten Meniskus durch Verankerung des 
losen Fragments versucht. Die Ergebnisse waren aber enttäuschend, da das 
abgerissene Teilstück im Allgemeinen nicht mehr reintegriert wird [14]. 
Ein weiterer Therapieansatz beruht auf der Beobachtung, dass Verletzungen im 
avaskulären Anteil des Meniskus eine deutlich bessere Heilungstendenz zeigten, wenn 
der vaskuläre Anteil mitverletzt war. Entsprechend konnte durch das Setzen von 
Verbindungskanälen von einem avaskulären Defekt in den vaskulären Anteil die 
Heilung verbessert werden. Es zeigte sich teilweise meniskusähnliches Gewebe, 
teilweise jedoch nur fibrotisches Narbengewebe [31, 105, 106]. 
Ebenfalls wurden die Erfolgsaussichten für die Verwendung von 
Meniskusersatzverfahren untersucht. Dazu wurden sowohl autologe Transplantate wie 
z.B. infrapatellares Fettgewebe [25, 61] oder Sehnen [52, 59], als auch allogene 
Meniskustransplantate von Leichenspendern verwendet. Diese bieten zwar einen 
Schutz vor degenerativen Veränderungen, die Verfügbarkeit der Transplantate ist 
jedoch schlecht. Außerdem haben sie infektiöse und immunologische Risiken [67, 86, 




Veränderungen gezeigt werden [33, 48, 53, 61]. Die Möglichkeit künstlicher 
Transplantate wie Dacron oder Teflon wurden untersucht, diese zeigten jedoch häufig 
Materialversagen und eine Synovitis aufgrund von Abrieb [60]. 
Es wurde auch versucht in vitro Zellen des verletzten Meniskus zur Reimplantation  zu 
züchten. Dafür sind prinzipiell Zellen der avaskulären Zone besser geeignet, da sie 
mehr Glykosaminoglykane produzieren als die der vaskularisierten Zone [88, 21]. 
Allerdings ist die Zahl der zur Verfügung stehenden Zellen gering und die Qualität oft 
nicht ausreichend. Ein weiterer Nachteil dieses Verfahrens ist das Setzen eines 
weiteren Schadens am Meniskus [67]. 
Auch durch die Verwendung von mit Meniskuszellen besetzten Trägermatrices aus 
Fibrin [95], Polyglykolsäure [44] oder Kollagen I und II [65, 66]  konnte kein dem 
natürlichen Meniskus mechanisch gleichwertiges Gewebe hergestellt werden. 
Insbesondere die Verwendung von Kollagen-Matrices führt zu einer Schrumpfung auf 
ca. die Hälfte der Ausgangsgröße. Als Ursache hierfür wird die Expression von alpha-
smooth-muscle-actin durch die Meniskuszellen, welche dadurch kontraktile 
Eigenschaften bekommen, angenommen [65, 66]. 
Ein anderer Ansatz ist die Verwendung von mesenchymalen Stammzellen in 
Verbindung mit einer Kollagen- oder Fibrinmatrix, ohne Zugabe von 
Wachstumsfaktoren. Hierzu gibt es sowohl Studien die eine verbesserte Heilung von 
avaskulären Meniskusdefekten zeigen [46, 94], als auch Studien, die keine 
Verbesserung feststellen [74]. 
Eine weitere Variante ist die Implantation von Biomaterialien zur Reparatur von 
Meniskusschäden, in welche Gewebe möglichst ungehindert einwachsen können und 
die im weiteren Verlauf abgebaut werden. Am beliebtesten sind Gewebe aus isolierten 
Kollagenmolekülen und künstliche, auf Polymeren basierende Matrices, welche den 
Vorteil haben, dass die Porengröße optimal angepasst werden kann  [51, 65, 77, 92]. 
Klompmaker et. al. fanden in diesem Zusammenhang heraus, dass für Kaninchenzellen 
die Porenweite im Bereich von 150-500 µm liegen sollte [51].  
Zu der Verwendung von Kollagen-I-Implantaten existieren bereits klinische Studien. In 




Restmeniskus die Implantation einer solchen Matrix zu einer signifikanten 
Verbesserung sowohl des subjektiven Befindens als auch objektiver Scores wie dem 
Lysholm score [90] oder dem Tegner score [90] führt. Auch nach 5-6 Jahren wurde 
radiologisch kein Fortschreiten der Knorpeldegeneration festgestellt, was jedoch nur 
eingeschränkt aussagekräftig ist, da keine Kontrollgruppe vorhanden war. Der 
Meniskusdefekt war nach knapp 6 Jahren aber nur noch zu durchschnittlich 69% mit 
Gewebe aufgefüllt, Tendenz fallend. Dieses Gewebe konnte histologisch als dem 
Meniskus entsprechendes Gewebe identifiziert werden [85]. Ein bislang 
vielversprechender Ansatz in der Reparatur von Meniskusschäden ist die Verwendung 
von Polyurethanmatrices. Hierzu fehlen allerdings noch Studien, welche das Verhalten 
dieser Materialien im längerfristigen Verlauf untersucht haben [30, 57]. 
Ebenfalls wurde die Verwendung von Wachstumsfaktoren getestet und es konnte 
gezeigt werden, dass TGF-β in vitro sehr effektiv die Produktion von 
Glykosaminoglykanen bei Meniskuszellen anregt [21]. Ebenfalls stimulierend auf die 
Proliferation von Meniskuszellen wirken platelet derived growth factor (PDGF), 
hepatocyte growth factor und bone morphogenetic protein-2 [11, 84]. 
Zellner et al. untersuchten die Möglichkeiten des Tissue-Engineerings bei einem 
Meniskusstanzdefekt im avaskulären Anteil des Außenmeniskus bei Kaninchen. Hierbei 
konnte gezeigt werden, dass in einem leer gelassenen Stanzdefekt keinerlei 
meniskusähnliches Reparaturgewebe entsteht. Durch die alleinige Implantation einer 
Gelatine-Hyaluronsäure-Matrix konnte lediglich im kurzfristigen Verlauf über 6 
Wochen eine verbesserte Defektfüllung verglichen mit der Kontrollgruppe festgestellt 
werden, welches jedoch lediglich fibrotisches Narbengewebe darstellte [103]. Bei 
längerer Laufzeit konnte dieser Effekt nicht mehr nachgewiesen werden. Auch durch 
die unselektive Stimulation mit Wachstumsfaktoren mittels platelet-rich-plasma oder 
die Besetzung der Matrix mit nativem autologem Knochenmark verbesserte die 
Defektfüllung verglichen mit der Kontrollgruppe nicht signifikant. Sehr viel bessere 
Ergebnisse konnten durch die Implantation einer mit mesenchymalen Stammzellen 
besetzten Matrix erzielt werden. In dieser Versuchsgruppe war der Stanzdefekt mit 




die Implantation eines 14 Tage in chondrogenem Differenzierungsmedium 
vorkultivierten Stammzell-Matrix-Konstrukts zeigte sowohl makroskopisch als auch 
histologisch ein sehr gutes, meniskusähnliches Reparaturgewebe, welches allerdings 
lediglich partiell in den originären Meniskus integriert war [103]. 
Alles in allem ist bis heute noch keine zufriedenstellende, geschweige denn optimale 
Behandlung von Meniskusschäden möglich und eine degenerative Veränderung im 
Kniegelenk nach Meniskusverletzung kann nach wie vor kaum verhindert werden [15]. 




1.2 Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) 
 
1.2.1 BMP-7 - allgemeine Einführung 
 
Das bone morphogenetic protein-7 (BMP-7) gehört zur transforming growth factor-
beta (TGF-β) Superfamilie. Ein Synonym für BMP-7 ist osteogenic protein-1 (OP-1) [38]. 
Die Erbinformation für dieses Protein ist auf Chromosom 20 kodiert, und zwar 
wahrscheinlich auf 20q13.1-q13.3 (siehe Abb. 1.2) [38]. Es wird als Vorläuferprotein 
synthetisiert, welches dann proteolytisch zu einem Dimer prozessiert wird. Dieses ist 
am C-terminalen Ende über Disulfidbrücken verbunden. Das fertige Protein hat 36 kD 





Abb. 1.2 [39] Chromosom 20 mit den für BMP-7 kodierenden Genen q13.1, q13.2 und 
q13.3 auf dem langen Arm des Chromosoms 
 
 
1.2.2 BMP – Rezeptoren 
 
Alle BMP-Subtypen wirken über transmembrane Serin-Threonin-Kinase-Rezeptoren. 
Von diesen BMP-Rezeptoren lassen sich zwei Hauptklassen (BMPR I, BMPR II) 
unterscheiden. Für die Signaltransduktion sind beide Typen von Rezeptoren 
notwendig, da sie einen heterotetrameren Komplex aus je zwei Typ-I- und Typ-II-
Rezeptoren bilden (siehe Abb.1.3) [17, 37, 97, 98]. Durch Ligandbindung wird eine 
intrazelluläre Signaltransduktion ausgelöst, wodurch die Genexpression moduliert wird 
(siehe Abb. 1.3) [8, 16, 63]. 
Es existieren auch BMPs (wie zum Beispiel BMP-7), welche sowohl über oben genannte 





Abb.1.3 aus [63] (bearbeitet) intrazelluläre Signalkaskade des BMP-Rezeptors 
 
Von den Rezeptoren existieren verschiedene Subtypen, die auch verschiedene 
biologische Wirkungen haben. Beim Typ-I-Rezeptor sind dies BMPR-IA (=„activin 
receptor-like kinase“ ALK3) und BMPR-IB (=ALK6), welche einander strukturell sehr 
ähnlich sind, sowie ALK2, welcher sich strukturell von den anderen beiden deutlicher 
unterscheidet [8, 12]. BMPR-IA reguliert dabei überwiegend die späten Stadien der 
Chondrogenese und BMPR-IB eher die früheren [109].  
Für die bone-morphogenetic-proteins existieren mehrere Korezeptoren. Einer von 
diesen ist Transforming Growth Factor-β-Type III Receptor (= betaglycan). Dieser ist ein 
Heparan-Sulfat Proteoglykan und ubiquitär vorhanden. An ihn können verschiedene 
Spezies der TGF-β-Familie binden, darunter auch BMP-2 und BMP-7. Als Korezeptor 
erhöht er die Affinität von BMP-2 und BMP-7 für ihre Rezeptoren BMPR-IA und -IB und 
entsprechend führt sein Verlust zu einer verminderten Sensitivität des Gewebes für 
BMP [50]. 
Um die Aktivität der BMP-Rezeptoren zu kontrollieren sind natürlich auch 
Mechanismen notwendig, die diese wieder inaktivieren.  
Eine Möglichkeit hierfür sind sogenannte Pseudorezeptoren, wie zum Beispiel „BMP 




Expression die Anwesenheit von BMP-4, weshalb er im Sinne eines negativen 
Feedbacks funktionieren könnte [58, 69]. 
Des Weiteren existieren inhibitorische Smads (ISmads): Smad6 und Smad7. Sie 
konkurrieren mit den Smads, welche Proteine sind, die die intrazelluläre 
Signaltransduktion übernehmen, um die Aktivierung durch BMPR-I, welcher dadurch 
kompetitiv gehemmt wird [16, 17, 63]. 
Ein weiterer, die Smads und damit die Signalkaskade betreffender 
Regulationsmechanismus, sind die „Smad ubiquitination regulatory factors 1 und 2 
(Smurf1 und Smurf2)“. Sie führen zur Ubiquitinierung, damit zur proteasomalen 
Degradierung und folglich der Inaktivierung  von aktivierten Smads [81, 104, 107]. 
Neben den oben genauer erläuterten Möglichkeiten der Zellen die Wirkungen von 
BMP zu antagonisieren, existieren noch eine ganze Reihe weiterer (Siehe Abb. 1.4), auf 
welche ich aber nicht genauer eingehen werde. 
 











1.2.3 Physiologische Funktionen und Anwendungen von BMPs 
 
Eine der wichtigsten Funktionen von BMPs ist, dass sie die Differenzierung von 
mesenchymalen Stammzellen in osteoblastische und chondroblastische Zelllinien und 
deren Migration in die Frakturzone bei Knochenbrüchen induzieren. Des Weiteren 
können sie bei Zellen die Apoptose induzieren, was für die normale Skelettausreifung 
essentiell ist. Eine physiologische Skelettausreifung ist ohne BMPs nicht möglich [16, 
17, 23, 32]. 
Ähnliche Effekte wie bei der Osteogenese zeigen BMPs auch bezüglich der 
Chondrogenese. Sie steigern die Funktionstätigkeit der Chondrozyten und führen zu 
einer gesteigerten Expression von Kollagen Typ II und Typ X, sowie weiterer knorpel-
spezifischer Proteine [17]. Sie sind essentiell für eine chondrogenetische 
Differenzierung von Zellen. Eine Differenzierung von Knorpelvorstufen in 
Chondrozyten findet ohne die Anwesenheit von BMPs nicht statt [101]. 
Selbstverständlich unterliegt die Steuerung der Osteogenese und der Chondrogenese 
nicht den Bone Morphogenetic Proteins alleine, sondern es sind eine Vielzahl weiterer 
Wachstumsfaktoren mitbeteiligt [17]. Auf manche dieser Wachstumsfaktoren wirkt 
wiederum BMP-7 modulierend [20, 45]. 
Neben den Wirkungen auf Knorpel und Knochen haben die BMPs auch Wirkungen auf 




1.2.3.1 Knochenheilung mit BMP 
 
Für klinische Anwendungen stehen derzeit zwei BMPs zur Verfügung: rekombinantes 
humanes  BMP-2 und rekombinantes humanes BMP-7 [13]. 
In einer klinischen Studie konnte gezeigt werden, dass bei diaphysären 
Knochendefekten durch BMP-7 in Verbindung mit einem Trägermaterial vergleichbare 




der Goldstandard sind, erreicht werden können. Des Weiteren konnten sogar dann 
noch Erfolge erzielt werden, wenn die Defekte durch ein autologes Transplantat nicht 
mehr geheilt werden konnten, bzw. eine Heilung aufgrund von Risikofaktoren fraglich 
war [13, 23, 32]. Auch bei Tibiaschaftpseudarthrosen konnte unter der Verwendung 
von BMP-7 eine bessere Heilungsrate erzielt werden [108]. 
Bei der natürlichen Heilung von Frakturen spielen BMPs, u.a. auch BMP-7 eine große 
Rolle: bereits wenige Tage nach der Fraktur kann eine deutliche Hochregulation der 
Expression in Osteoblasten an den Frakturenden beobachtet werden. Dieser natürliche 
Heilungsprozess kann vermutlich durch die Injektion von BMP verbessert werden. So 
konnte gezeigt werden, dass die Injektion von BMP-2 zu einer beschleunigten 
Frakturheilung führt [13, 23, 70]. Diese Wachstumsfaktoren werden bisher allerdings 
klinisch nur dann verwendet wenn alle konventionellen Behandlungsmöglichkeiten 
ausgeschöpft sind [32]. 
Allein durch die subkutane Applikation von BMP-7 auf einem Kollagen-Trägermaterial 
in Ratten konnte die Bildung von funktionell wie auch histologisch natürlichem 
Knochen über Chondrozytenvorstufen erreicht werden. In Abwesenheit von BMP-7 
hingegen wurden die Kollagenmatrices resorbiert und es fand keine Knochenbildung 
statt [80]. 
In in vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass die chondro- und osteogenetische 
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen unter dem Einfluss von BMP-7 
konzentrationsabhängig ist. Vergleichbare Effekte konnten auch für 
knochenspezifische Marker wie Osteokalzin beobachtet werden. Für eine regelrechte 
osteo- oder chondrogenetische Differenzierung ist des Weiteren eine kontinuierliche 
Verfügbarkeit der Wachstumsfaktoren über mehrere Tage notwendig [82]. 
Es wurden auch die Unterschiede zwischen unspezifischer Stimulation durch die in 
platelet-rich-plasma enthaltenen Wachstumsfaktoren und der spezifischen Stimulation 
durch BMP-7 in einer Studie verglichen. Die Ergebnisse zeigten, dass die 
Knochenbildung durch BMP-7 deutlich stärker stimuliert wurde als durch platelet-rich-
plasma, welches keine signifikanten osteoinduktiven Effekte zeigte. Den stärksten 




anorganischem Rinderknochen. Unter diesen Bedingungen konnte auch eine deutlich 
bessere Osteointegration von applizierten Schraubendentalimplantaten beobachtet 
werden [78, 79]. Ein weiterer möglicher Anwendungsbereich von BMPs ist die 
Wirbelversteifung. Im Tiermodell zeigte die Verwendung einer Kollagen-Typ-I-
Trägermatrix mit BMP-7 deutlich bessere Ergebnisse als die herkömmliche 
Verwendung eines Autotransplantats: Die Fusion ging deutlich schneller vonstatten 
und die mechanische Stabilität war zu jeden Zeitpunkt höher als die des 
Autotransplantats. Die Kollagen-Trägermatrix allein zeigte nur eine minimale Stabilität. 
Zu vergleichbaren Ergebnissen kam man bei einer Patientenstudie mit BMP-2 und 
ebenfalls einer Trägermatrix aus Kollagen. Hier zeigte sich zudem eine geringere 
Operationszeit, geringerer Blutverlust und eine bessere Fusionsrate. Der 




1.2.3.2 Chondrogenese mit BMP 
 
BMP-7 steigert den Metabolismus von Chondrozyten und die Proteinsynthese ohne 
jedoch zu unkontrolliertem Zellwachstum zu führen. Ein Mechanismus über den BMPs 
das Knorpelwachstum fördern ist die Hochregulation von N-Cadherin und folglich die 
Förderung von Zell-Zell-Interaktionen [34]. Sie regulieren die Synthese von 
Matrixproteinen und hemmen den Chondrozyten-Katabolismus [19]. 
Ein weiterer Aspekt ist, dass die Injektion von BMP-7 bei einem akuten Knorpeltrauma 
die Zahl der apoptotischen Zellen reduzieren kann. In einem in vivo-Modell konnte 
durch die posttraumatische Injektion von BMP-7 in das betroffene Gelenk die 
Ausbildung einer posttraumatischen Osteoarthritis verhindert werden [19, 42]. Dies 
findet auch physiologischerweise statt: nach Verletzungen, chirurgischen 
Interventionen oder Arthritis können erhöhte Konzentrationen von BMP-7 in der 
Synovialflüssigkeit gemessen werden. Soweit derzeit bekannt ist BMP-7 das einzige 




Wahrscheinlich hemmt BMP-7 die Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1 und folglich 
auch MMP-1 und MMP-13 [19]. 
BMP-7 wird lebenslang von den Knorpelzellen exprimiert und spielt eine wichtige Rolle 
in der Homöostase des Knorpels. Diese Genexpression nimmt mit zunehmendem Alter 
jedoch deutlich ab. Der Mangel an BMP-7 prädisponiert den Knorpel für degenerative 
Prozesse und macht ihn empfindlicher für katabole Einflüsse [19]. 
Unter dem Einfluss von BMP-7 und auch BMP-2 konnte eine Differenzierung von 
synovialen mesenchymalen Stammzellen in Chondrozyten beobachtet werden. Bei den 
sich differenzierenden Zellen handelt es sich um so genannte „side-population“-Zellen. 
Dies sind Zellen mit multipotenter Fähigkeit zur Differenzierung [99]. Auch die 
Produktion von knorpeltypischen Matrixproteinen konnte nachgewiesen werden [83]. 
Diese Differenzierung war sowohl für BMP-2 als auch für BMP-7 dosisabhängig. Der 
stärkste Effekt konnte für BMP-7 bei 200 ng/ml nachgewiesen werden [83]. Für den 
Glykosaminoglykangehalt konnte der stärkste Anstieg durch die kombinierte 
Anwendung von BMP-7 und TGF-β1 gezeigt werden, während der alleinige Zusatz von 
BMP-7 eher zu einer Hypertrophie der Zellen führt [62]. 
BMP-7 kann aber nicht nur wie oben schon beschrieben die Apoptose von 
Knorpelzellen reduzieren, sondern auch die Reparatur schon vorhandener 
Knorpeldefekte fördern. An einem Kaninchenmodell konnte demonstriert werden, 
dass 12 Wochen nach Setzen eines chondralen Defektes in der mit BMP-7 behandelten 
Versuchsgruppe intakter Gelenkknorpel entstanden ist. Im Gegensatz dazu konnte in 
der Kontrollgruppe lediglich fibröses Gewebe nachgewiesen werden [23]. 
Selbstverständlich kann man nicht erwarten, dass ein Wachstumsfaktor alleine zur 
optimalen Knorpelheilung führt. So konnte gezeigt werden, dass das zusätzliche setzen 
von Mikrotraumen durch das Durchstoßen der Kortikalis des subchondralen Knochens 
mit Nadeln die posttherapeutischen Ergebnisse deutlich verbessert. Sowohl die 
überdeckte Fläche als auch die Dicke des neu gebildeten Knorpels war größer als unter 
der alleinigen Verwendung von BMP-7. Der gebildete Knorpel war in diesem Fall 
allerdings sowohl qualitativ als auch quantitativ nicht völlig dem physiologischen 




Aufgrund der bisherigen, sehr vielversprechenden Ergebnisse im Einsatz von BMP-7 zur 
Reparatur von Gelenkknorpelschäden ergibt sich die Frage, ob der Wachstumsfaktor 
auch erfolgreich in der Behandlung von Meniskusschäden, welcher ebenfalls aus 
Knorpelgewebe besteht, eingesetzt werden kann. Aufgrund der bislang fehlenden 
Erkenntnisse auf diesem Gebiet haben wir dies zu untersuchen als Ziel der Arbeit 






























1. BMP-7 verbessert die chondrogene Differenzierung von humanen 
mesenchymalen Stammzellen in vitro. 
 
2. BMP-7 verbessert dosisabhängig die chondrogene Differenzierung von 
mesenchymalen Kaninchen-Stammzellen in vitro. 
 
 
3. Die einmalige Zugabe von BMP-7 zu einer in einen Meniskusstanzdefekt im 
avaskulären Bereich implantierten zellfreien Gelatine-Hyaluronsäure-
Kompositmatrix verbessert in vivo die Defektheilung. 
 
4. Die einmalige Zugabe von BMP-7 zu einer mit mesenchymalen Stammzellen 
besetzten und in einen Meniskusstanzdefekt im avaskulären Bereich 
implantierten Gelatine-Hyaluronsäure-Kompositmatrix verbessert die 
Defektheilung in vivo. 
 
 
5. Die Implantation eines für 14 d in chondrogenem Differenzierungsmedium 
unter Zugabe von BMP-7 vorkultivierten Konstrukts aus einer Gelatine-
Hyaluronsäure-Kompositmatrix und mesenchymalen Stammzellen in einen 
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2.1.1 Verbrauchsmaterial und Geräte 
 
Biopsie-Stanzen 2mm Stiefel Laboratorium GmbH, 
Offenbach 
Brutschrank CO2 Heracell 240   Heraeus, Hanau 
Combitips plus biopur    Eppendorf, Hamburg 
Cups (1,5 und 2 ml)     Eppendorf, Hamburg 
Deckgläser (24 x 32mm, 24 x 40mm,  Roth, Karlsruhe 
24 x 50mm) 
Einwegspritzen (5,10 ml)    Braun, Melsungen 
Express Pipettierhilfe     Falcon BD, Heidelberg 
Plattenreader Genios     Tecan, Crailsheim  
Kanülen (18 G, 20 G)     Braun, Melsungen 
Kryoröhrchen      Nunc, Rochester 
Kryostat HM 500 OM     Microm, Berlin 
Melatronic 23 Autoklav    Melag, Berlin 
Mikroskop Dialux 20 EB    Leitz, Weimar 
Mikroskop Fluovert FU    Leitz, Weimar 
Mikroskopkamera DMC 2    Polaroid, Offenbach 
Multipette plus     Eppendorf, Hamburg 
Needle, 23GA 1 2 “     Kahnetics, Bloomington 
Neubauer Zählkammer    Brand, Giessen 
Objektträger      Knittel, Braunschweig 
Pasteur-Pipetten Glas 230 mm   VWR Int., Darmstadt 
pH-Meter      Knick, Berlin 
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Pipetten, Costar Stripette (5,10,25,50 ml)  Corning, Corning USA 
Pipetten (5,10,25,50 ml)    Greiner Bio-one, Frickenhausen 
Pipetten (10,100,1000 μl)    Eppendorf, Hamburg 
 
Pipettenspitzen epTips filter    Eppendorf, Hamburg 
(10,100,1000μl) 
Pipettenspitzen (10,100,1000μl)   Biozym Scientific, Oldenburg 
Power Gen 1000     Fisher Scientific, Schwerte 
Präzisionswaage     Kern, Balingen-Frommern 
Schüttler IKA-Vibrax-VXR    IKA Labortechnik, Staufen 
Skalpelle Nr. 11     Feather, Köln 
Sterilfilter Steriflip 50ml    Millipore, Billerica 
Verdauröhrchen 8,5 mm    Nerbe plus, Winsen/Luhe 
Vortex Genie 2     Scientific Industries, Bohemia 
Waage EG 600-2M     Kern, Balingen-Frommern 
Zellkulturflaschen 75cm2     Sarstedt, Nürnbrecht 
Zellkulturflaschen 75cm2    Falcon BD, Heidelberg 
Zellkulturschalen (24 Well)    Sarstedt, Nürnbrecht 
Zellkulturschalen (96 Well)    Sarstedt, Nürnbrecht 
Zellkultur-V-Platten (96 Well)   Nunc, Rochester 
Zentrifuge Multifuge 3S    Heraeus, Hanau 
Zentrifuge Biofuge fresco    Heraeus, Hanau 
Zentrifuge/Vortex Combi-Spin FVL-2400  G-Kisker, Steinfurt 
Zentrifugenröhrchen (15,50 ml)   Falcon BD, Heidelberg 
 
 
2.1.2 Chemikalien und Reagenzien 
 
Albumin, bovine (BSA)    Sigma Aldrich, Steinheim 
Biocoll seperating solution Dichte 1,077 Biochrom, Berlin 
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Calciumchlorid     Roth, Karlsruhe 
Diaminobenzidine 3,3' (DAB)    Sigma Aldrich, Steinheim 
D+Saccharose      Roth, Karlsruhe 
DePex       Serva, Heidelberg 
Elastase      Roche, Mannheim 
Gelatine von Procine skin    Sigma Aldrich, Steinheim 
HCL       Merck, Darmstadt 
H2O2       Merck, Darmstadt 
Karion Sorbitol-Lösung    Merck, Darmstadt 
Methanol      Merck, Darmstadt 
NaCl       Merck, Darmstadt 
Pepsin       Fluka, Buchs, Schweiz 
Propanol      Merck, Darmstadt 
Tissue-Tek      Sakura Finetek, Tokyo 
Tris       Roth, Karlsruhe 
Trypsin EDTA      Gibco, Karlsruhe 
Tryptanblau      Sigma Aldrich, Steinheim 
Xylol       Merck, Darmstadt 
 
Alle nicht aufgeführten Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt) 
bezogen und hatten den Reinheitsgrad p.a. 
 
 
2.1.3 Antikörper und Enzyme 
 
Anti-Collagen Type I Mouse IgG   Sigma Aldrich, Steinheim 
Anti-Collagen Type II Mouse IgG   Merck, Darmstadt 
Biotin-SP-conjugated AffiniPure Goat-  Dianova, Hamburg 
Anti-Mouse IgG H+L 
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2.1.4 Zellkulturmedien, Medienzusätze und Seren 
 
Fetal Bovine Serum     PAN Biotech, Aidenbach 
Goat Serum      Dako, Hamburg 
Dulbecco's Modified Eagle Medium   Gibco, Karlsruhe 
(DMEM) high glucose + Phenolrot 
Dulbecco's Modified Eagle Medium   Gibco, Karlsruhe 
(DMEM) low glucose + Phenolrot 
Penicillin/Streptomycin    Gibco, Karlsruhe 
PBS Dulbecco's (1x)     PAA, Pasching 
Hepes buffer      Gibco, Karlsruhe 
Penicillin, Streptomycin    Gibco, Karlsruhe 





ABC-Kit      Vectorlabs, Burlingame 
Alkalische Phosphatase Kit    Sigma Aldrich, Steinheim 
Native Type II Collagen Detection Kit  Chondrex Inc, Redmond USA 
Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit  Molecular Probes Inc, Eugene USA 
 
 
2.1.6 Adhäsions- und Wachstumsfaktoren 
 
Bone Morphogenetic Protein-7   wurde freundlicherweise von  
       Dr.Dr. Roldàn vom Lehrstuhl für 
        Mund-Kiefer- und Gesichtschirurgie  
       des Universitätsklinikums 
        Regensburg  zur Verfügung gestellt 
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Dexamethason     Sigma Aldrich, Steinheim 
Fibroblast Growth Factor (FGF)   R&D Systems, Wiesbaden 
ITS+3       Sigma Aldrich, Steinheim 
Transforming Growth Factor-ß1   R&D Systems, Wiesbaden 
Dexamethason (Stock)    0,00392g Dexamethason in 10ml  
       100% Ethanol 
Dexamethason (Gebrauch)    200μl Stocklösung, 19,8 ml DMEM  
       Low glucose (PAN – Phenolrot) 
 
 
2.1.7 Puffer und Lösungen 
 
Acetatpuffer für BMP-7    5 g Mannitol, 0,1 g Natrium Acetat 
       Trihydrat 80ml steriles Wasser, pH  
       mit Essigsäure auf 4,45 ± 0,05  
       einstellen (mit sterilem Wasser auf  
       100ml Endvolumen auffüllen);  
0,2 μm sterilfiltrieren 
Blockingpuffer für Immunhistochemie  60 ml Aqua dest., 2400mg  
NaCl (0,8%), 120 ml Tris 0,2 M  
(0,08 M), 60 ml Triton X100  
(0,8%), 30 ml Goat serum (10%), 
       30 ml FCS (10%) 
DAB-Stammlösung     0,5% Diaminobenzidin in  
0,1 % BSA  in A.d. 
DAB-Arbeitslösung     1000 μl DAB/BSA, 6 μl H2O2 30%,  
       240 μl Ni/Co Stammlösung, 9000 μl  
       m-PBS (0,1M) 
McIlvaine-Puffer     21 g 0,1M Zitronensäure, 35,6 g  
       0,2M Na2HPO4 auf 2l  
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Aqua dest., pH 3,6 
m-PBS-Puffer (1M)     47,2 g K2HPO4 x 3 H2O, 36,0 g  
       NaCl, 6,6 g NaH2PO4 x H2O mit  
       A.d. auf 500g auffüllen,  
pH 7.0 – 7.4 
Ni/Co-Stammlösung     10 mg BSA, 5 mg CoCl2, 100 mg  
       NiCl2, 10 ml H2O 
PBS       150mM NaCl, 8mM K2HPO4,  
       2mM KH2PO4, pH 7.3 
Pepsinlösung 0,1%     1 mg Pepsin in 1 ml McIlvaine- 
       Puffer 
Phosphatpuffer 0,2 M    Dinatriumhydrogenphosphat  
5 Teile, 
Natriumdihydrogenphosphat 1 Teil, 
pH 7,4 
TBS 10x      0,55 g CaCl2, 11,688 NaCl, 12,144 g  
       Tris-base, auf 100 ml Aqua dest. 
       Auffüllen, pH auf 7,8-8,0 einstellen 
TBS 1x       Verdünnung von TBS 10x mit Aqua 
        dest. im Verhältnis 1:10  
Tris-Puffer 0,2M     24,228 g Tris base, auf 1000  ml mit  
       Aqua dest. pH mit HCL auf 7.0  
       einstellen 
Waschpuffer für Immunhisto   24,96 g NaCl, 780 ml Tris 0,2M,  
       2220 ml Aqua dest.  
(Gesamt 3000ml) 









Heparin      Roche, Grenzach-Wyhlen 
Ketamin 10%      WDT, Garbsen 
Pentobarbital (Narcoren)    Merial GmbH, Hallbergmoos 






New Zealand White Rabbits (2,5-3,5 kg)  Harlan und Winkelmann, Borchen 
 






2.2.1 Zellkultur humaner mesenchymaler Stammzellen 
 
Nach Genehmigung durch die Ethikkommission des Klinikums der Universität 
Regensburg wurde Knochenmark von Patienten, deren schriftliche Einwilligung vorlag 
und eine Beckenkammspanentnahme im Rahmen einer Spondylodese notwendig war, 
entnommen. Dies erfolgte durch Aspiration mit einer Kanüle im Rahmen der 
Spanentnahme. Dem Aspirat wurde DMEM-low glucose Medium zugesetzt. Die 
Aufreinigung der Zellen erfolgte durch Zentrifugation  über einen Ficollgradienten. 
Nach Auszählung wurden 2 x 106 Zellen je Zellkulturflasche in DMEM-low glucose 
Medium (mit 10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% Hepes-Puffer) ausgesät und bei 
37°C mit 5% CO2, wasserdampfgesättigt  kultiviert. Bis zur 80%igen Konfluenz wurde 
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das Medium zweimal pro Woche gewechselt. Die Versuche wurden mit einmal 
passagierten Zellen durchgeführt. 
 
 
2.2.2 Gewinnung und Kultur von mesenchymalen Stammzellen aus New Zealand 
White Rabbits 
 
Die mesenchymalen Stammzellen wurden aus dem Knochenmark des Beckenkamms 
von New Zealand White Rabbits gewonnen. Hierzu erfolgte zuerst die Narkotisierung 
der Kaninchen mit 2 ml Ketamin, 2 ml Xylazin i.m. gluteal mit einer 20G-Kanüle. 
Anschließend wurde das Fell über den Beckenkämmen rasiert, die Haut mit 70 % 
Ethanol desinfiziert und mit einem Lochtuch steril abgedeckt. Die Haut wurde mit 
einem 11er Skalpell auf ca. 1-2 cm Länge inzidiert, die Faszie gespalten und die 
Beckenkämme dargestellt. Die Kortikalis wurde mit einer 18G-Kanüle durchstoßen und 
mit einer heparinisierten Spritze ca. 4 ml Knochenmark je Seite aspiriert. Abschließend 
wurden sowohl die Faszie als auch die Haut mit resorbierbarem Nahtmaterial 
verschlossen und die Wunde mit Braunovidon-Salbe versorgt. 
Die auf oben beschriebene Weise gewonnen Zellen wurden sofort für die Kultivierung 
verarbeitet. Dazu wurden sie in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt, 15 ml 
Zellmedium DMEM low glucose-Medium (10 % FBS, 1 % Penicillin/Streptomycin, 1 % 
Hepes-Puffer) hinzugegeben und resuspendiert. Anschließend erfolgte die 
Zentrifugation bei 1700 U/min für 5 Minuten. Der Überstand wurde bis auf 10 ml 
Restvolumen entfernt und die Zellen mit Hilfe der Neubauerzählkammer  ausgezählt. 
Dazu wurden ca. 25 μl der Zellsuspension entnommen und in ein Eppendorfcup 
überführt. Diesen wurde 100 μl Essigsäure 4% zur Erythrozytenlyse und 75 μl 
Zellmedium zugegeben. Anschließend wurden 20*107 Zellen je 75 cm2 Zellkulturflasche 
mit 15 ml DMEM low glucose-Medium ausgesät und bei 37°C, 5% CO2, 
wasserdampfgesättigt kultiviert. 
Der Medienwechsel erfolgte zweimal pro Woche bis zum Erreichen der Konfluenz, was 
nach etwa drei bis vier Wochen der Fall war. 
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2.2.3 Herstellung und Kultivierung von Zellaggregaten (in vitro -
Chondrogenesemodell) 
 
Nach Erreichen der Konfluenz der am Zellkulturflaschenboden adhärenten 
mesenchymalen Stammzellen erfolgte die Ernte und Weiterverarbeitung der Zellen. 
Hierzu wurde als erstes das Zellmedium abgesaugt und der Zellrasen mit 5 ml PBS 
Dulbecco's (1x) nachgespült. Anschließend wurde der komplette Zellrasen mit 3 ml 
Trypsin bedeckt und inkubiert bis sich alle Zellen abgelöst haben. Dies erfolgte unter 
mikroskopischer Kontrolle. Dann wurde das Trypsin mit 10 ml serumhaltigem Medium 
abgestoppt, in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt und bei 1000 U/min 10 
Minuten lang abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in DMEM high glucose erneut 
resuspendiert und ausgezählt. Nach der jeweiligen Aggregatzahl wurden die Zellen 
entsprechend der Differenzierungsgruppen auf 15 ml Zentrifugenröhrchen verteilt und 
zwar 200.000 Zellen je Aggregat bei humanen Stammzellen bzw. 4x106 Zellen je 
Aggregat bei Kaninchenzellen. Nach erneutem Abzentrifugieren für 10 Minuten bei 
1000 U/min wurde der Überstand abgesaugt und die Zellen in 300 μl pro Aggregat des 
jeweiligen Differenzierungsmediums resuspendiert. Von dieser Suspension wurden 
300 μl pro Well auf eine 96-Well-V-Platte aufgetragen und die Platte abschließend für 
5 Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert.  
Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2, wasserdampfgesättigt bei den 
Entnahmenzeitpunkten Tag 1, Tag 21 (und teilweise Tag 7, Tag 14). 
 
 
2.2.4 Beimpfung von Zellmatrices mit MSCs und Kultivierung 
 
Nach Erreichen der zellulären Konfluenz wurden die mesenchymalen Stammzellen wie 
für die Herstellung von Zellaggregaten geerntet und ausgezählt (s.o.). Anschließend 
erfolgte die Resuspension der Zellen in 20 μl des Differenzierungsmediums und die 
Beimpfung der Matrix durch Injektion der Zellen in das Zentrum der Matrix mittels 
einer eigens dafür aus einer 23 GA 1 2 “ Nadel sowie einer 200 µl Pipettenspitze 
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hergestellten Beimpfkanüle, bis diese durchtränkt war. Für die Adhäsion der Zellen 
wurden die beimpften Matrices für 60 Minuten ohne Zugabe von Zellmedium bei 37°C, 
5% CO2 in einer 24 Well Platte inkubiert, wobei nur die zentralen Wells mit Matrices 
besetzt wurden und in die randständigen Wells je 0,5 ml PBS Dulbecco's gefüllt wurden 
um ein Austrocknen der Matrices zu verhindern. Nach Ablauf dieser Inkubationszeit 
erhielt jede Matrix 1,5 ml des jeweiligen Differenzierungsmediums. Das Medium 
wurde dreimal pro Woche gewechselt. Nach 14 Tagen Kultivierung bei 37°C, 5% CO2, 
wasserdampfgesättigt erfolgte die Überführung in die Meniskusstanzdefekte. 
 
 
2.2.5 Aufbau des Serumtests 
 
Nach Gewinnung und Aufreinigung der mesenchymalen Kaninchenstammzellen in der 
oben beschriebenen Weise wurden die Zellen jeder Zellreihe in mehrere Gruppen 
eingeteilt, von welchen jede ein anderes Testserum (FBS) in das Kulturmedium bekam. 
Um Unterschiede zwischen verschiedenen Zellreihen auszuschalten wurde dies mit 
denselben Seren parallel mit mehren Zellreihen durchgeführt. Sofern in der jeweiligen 
Flasche ein Zellwachstum stattfand wurde dieses beurteilt, die Zellen geerntet, zu 
Zellaggregaten verarbeitet und für 21 Tage in chondrogenem Differenzierungsmedium 
mit 10 ng/ml TGF-β1 weiterkultiviert. Die erreichte Differenzierung wurde mittels 
Glykosaminoglykanfärbung und Immunhistochemie auf Kollagen-II beurteilt. 
 
 
2.2.6 Aufbau des FGF (Fibroblast Growth Factor) – Tests 
 
Nach Gewinnung und Aufreinigung der mesenchymalen Kaninchenstammzellen in der 
oben beschriebenen Weise wurden die Zellen jeder Zellreihe in zwei Gruppen 
aufgeteilt. Die eine Gruppe erhielt DMEM-low glucose Medium (mit 10% FBS, 1% 
Penicillin/Streptomycin, 1% Hepes-Puffer), die andere Gruppe erhielt zusätzlich bei 
jedem Medienwechsel FGF in das Zellmedium. Fand ein ausreichendes Zellwachstum 
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statt so wurde dieses beurteilt, die Zellen geerntet und zu Zellaggregaten verarbeitet. 
Nach weiterer Kultivierung für 21 Tage in chondrogenem Differenzierungsmedium mit 
10 ng/ml TGF-β1 wurden die Aggregate hinsichtlich ihrer chondrogenen 
Differenzierung mittels Glykosaminoglykanfärbung, alkalischer Phosphatase-Färbung 
sowie mittels Immunhistochemie auf Kollagen II untersucht. 
 
 
2.2.7 Aufbau des Versuchs zum Test der chondrogenen Differenzierung von 
passagierten mesenchymalen Neuseelandkaninchenstammzellen 
 
Nach Gewinnung und Aufreinigung der mesenchymalen Kaninchenstammzellen in der 
oben beschriebenen Weise wurden die Zellen jeder Zellreihe bis zur Konfluenz 
kultiviert. Daraufhin erfolgte das Abtrypsinieren und Auszählen der Zellen. Im 
Anschluss daran wurde ein Teil der Zellen zu Zellaggregaten verarbeitet und in 
chondrogenem Differenzierungsmedium mit 10 ng/ml TGF-β1 für 21 Tage kultiviert. 
Die restlichen Zellen wurden in Zellkulturflaschen (2x106 Zellen je Flasche) ausgesät 
und erneut bis zur Konfluenz kultiviert, so dass man Zellen der ersten Passage erhielt. 
Daraufhin wurde erneut oben genanntes Procedere durchgeführt, wodurch man 
Zellaggregate der ersten Passage erhielt sowie Stammzellen der zweiten Passage. 
Diese Zellen der zweiten Passage wurden ebenfalls bis zur Konfluenz kultiviert und 
anschließend zu Zellaggregaten verarbeitet. Die Beurteilung der chondrogenen 




2.2.8 Aufbau des Versuchs zur Bestimmung der Dosiswirkungskurve von BMP-7 
 
Nach Gewinnung und Anzucht von mesenchymalen Stammzellen bis zur Konfluenz 
wurden die Zellen abtrypsiniert und ausgezählt. Die Zellen jeder Zellreihe wurden nach 
dem Schema in Abb. 2.1 in 12 Gruppen unterteilt. Die Kultivierung der Zellaggregate 
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erfolgte für 21 Tage in chondrogenem Differenzierungsmedium unter Zugabe der 
jeweiligen Konzentration der Wachstumsfaktoren TGF-β1 und BMP-7 (siehe Abb. 2.1). 
Die Auswertung der für jede Konzentration erreichten Differenzierung erfolgte mittels 
Histologie, Immunhistochemie sowie quantitativ Kollagen II-ELISA. 
 
TGF-β 10 ng/ml ohne TGF-β 
BMP-7 0 ng/ml BMP-7 0 ng/ml 
BMP-7 5 ng/ml BMP-7 5 ng/ml 
BMP-7 10 ng/ml BMP-7 10 ng/ml 
BMP-7 50 ng/ml BMP-7 50 ng/ml 
BMP-7 100 ng/ml BMP-7 100 ng/ml 
BMP-7 200 ng/ml BMP-7 200 ng/ml 
Abb. 2.1 Gruppeneinteilung der Dosiswirkungskurve 
 
 
2.2.9 In vivo Analyse am Meniskusdefekt 
   
Die Neuseelandkaninchen wurden mit 2 ml Ketamin 10% und 2 ml Xylazin 2% mittels 
glutealer i.m. Injektion narkotisiert und in Rückenlage positioniert. Nach Rasur des 
Fells und sterilem Abdecken des OP-Gebiets erfolgten der Hautschnitt (Abb. 2.2) und 
die parapatellare Längsinzision vom distalen Femurdrittel bis zur Tuberositas tibiae 
sowie die Resektion des Hoffaschen Fettkörpers. Nach Eröffnung der Gelenkkapsel 
wurde der anterolaterale Anteil proximal teilweise von der lateralen Femurkondyle 
gelöst und die Gelenkkapsel von der anterioren Kante des lateralen Seitenbandes 
disseziert. (Abb. 2.3)  
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                Abbildung 2.2 Hautschnitt        Abbildung 2.3 Blick in das Kniegelenk  
                                                                                        nach Eröffnung der Gelenkkapsel 
 
Anschließend wurde der laterale Meniskus nach anterior luxiert und mit einer Stanze 
ein 2 mm im Durchmesser großer Defekt im avaskulären Bereich der Pars intermedia 
des Meniskus gesetzt. (Abb. 2.4) Dieser wurde wie folgt mit Gelatine-Hyaluronsäure-
Matrices bestückt (Abb. 2.5): 
Gruppe 1:  Zellfreie Matrix + 1 μg BMP-7 
 Gruppe 2:  MSC-Matrix-Konstrukt + 1 μg BMP-7 
 Gruppe 3:  MSC-Matrix-Konstrukt in chondrogenem Zellkulturmedium mit  
   100 ng/ml BMP-7  für 14 Tage vorkultiviert  
 
 
    Abbildung 2.4 Nach anterior luxierter              Abbildung 2.5 Mit einer Matrix 
    Außenmeniskus mit 2mm Stanzdefekt        besetzter Stanzdefekt (Pfeil) 
         in der avaskulären Zone (Pfeil) 
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Die Zugabe des BMP-7 in den Versuchsgruppen 1 und 2 erfolgte durch Injektion exakt 
auf die bereits in den Meniskusstanzdefekt platzierte Matrix (Abb. 2.6), so dass sicher 
davon ausgegangen werden konnte, dass exakt 1 μg BMP-7 auf die Matrix gegeben 
wurde. Hierzu wurde 1 μg BMP-7 in 20 μl Puffer verdünnt. 
Im kontralateralen Meniskus wurde in allen Gruppen eine zellfreie Matrix als Kontrolle 
implantiert. 
Anschließend erfolgten die Reposition des Außenmeniskus und die Readaptation der 
anterolateralen Kapsel in anatomischer Position mit resorbierbarem Nahtmaterial 4-0. 
Die Gelenkkapsel wurde ebenfalls mit 4-0 resorbierbarem Nahtmaterial verschlossen. 




     Abbildung 2.6 Applikation von 1 μg         Abbildung 2.7 Postoperativer Situs 
 BMP-7 auf die implantierte Matrix (Pfeil) 
 
Die Laufzeit betrug bei allen 3 Versuchsgruppen 3 Monate. 
 
 
2.2.10 Gewinnung der Menisken 
 
Zur Analyse der erreichten Meniskusreparatur wurden die Neuseelandkaninchen wie 
bei der primären Operation zur Matriximplantation narkotisiert und anschließend 
durch eine Überdosis Pentobarbital (Narcoren), welches über eine Ohrvene 
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verabreicht wurde, getötet. Anschließend erfolgte die Querdurchtrennung der 
Patellarsehne, der Kollateral- und Kreuzbänder sowie der Kapselstrukturen, um die 
Außenmenisken entnehmen zu können. Die entnommenen Menisken wurden nach 





2.2.11.1 Histologische Auswertung und Färbungen 
 
Die Aggregate und Matrices wurden nach Ende der jeweiligen Laufzeit für die 
histologische Auswertung mit Standardfixans (Paraformaldehyd unter erhitzen in 
Wasser gelöst und anschließend 1:1 mit 0,2 mol Phosphatpuffer verdünnt) für 1h 
(Aggregate) bzw. 4h (Matrices) fixiert.  Nach dem Auswaschen des Fixans mit 
Phosphatpuffer 0,1 M für 30 Minuten wurden die Proben in eine Saccharoselösung mit 
aufsteigender Konzentration (10%, 20%, 30%) überführt, bevor zu der 30%igen 
Saccharoselösung für mindestens 24h die Hälfte des Gesamtvolumens Tissue Tek 
zugegeben wurde. Die Proben wurden mit reinem Tissue Tek eingeblockt und in 
flüssigem Stickstoff eingefroren. 
Von diesen Blöcken wurden 10-12 μm dicke Schnitte angefertigt, auf Objektträger 
aufgezogen, den verschiedenen Färbungen zugeführt und ausgewertet. 
 
 DMMB-Färbung 
Aus den Schnitten wurde in einem ersten Schritt das Tissue Tek durch Eintauchen in 
Aqua dest. für 5 Minuten ausgewaschen. Daraufhin direktes Umsetzen in 0,1 % DMMB 
(Dimethylmethylenblau) für weitere 5 Minuten. Nach Auswaschen der Farblösung 
durch mehrmaliges Eintauchen in Aqua dest. erfolgte der Entzug des Wassers in einer 
aufsteigenden Propanolreihe (96%, 100%) und abschließend 100% Xylol. Abschließend 
wurden die Präparate mit DePex eingedeckelt. 
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 Alkalische Phosphatase-Färbung 
Als erster Schritt erfolgte ebenfalls das Auswaschen des Tissue Tek von den 
Objektträgern durch entionisiertes Wasser. Parallel dazu wurden je 200 μl von Natrium 
Nitrit Lösung und von FFB Alkaline Lösung gemischt und für 2 Minuten inkubiert. 
Anschließend wurden 9 ml Aqua dest. und 200 μl Naphthol AS-BI Alkaline Lösung 
zugegeben und auf die Objektträger aufgetragen. Da die Färbelösung lichtempfindlich 
ist, erfolgte die 15 minütige Inkubation unter Lichtschutz. Darauf folgte die 
Gegenfärbung mit Neutral Rot Lösung, das sorgfältige Spülen mit Wasser und die 
wässrige Eindeckelung mit Karion. Aufgrund der wässrigen Eindeckelung mussten am 
darauf folgenden Tag die Deckgläser mit DePex oder Nagellack versiegelt werden. 
 
 
 Immunhistochemie (Kollagen I,II) 
 Rehydrieren der Schnitte in einer Küvette mit Waschpuffer für 10 Minuten 
 Blockieren der endogenen Peroxidasen mit 10% H2O2 (30%), 10% Methanol, 80% 
PBS 1x für 30 Minuten 
 Spülen der Schnitte mit Waschpuffer, luftblasenfreies Einspannen in den Halter und 
Kontrolle der Dichtigkeit der Kammer 
 Andau der Schnitte mit jeweils ca. 150 μl Pepsin 1mg/ml für 15 Minuten 
 3 x mit Waschpuffer waschen 
 Zugabe von ca. 150 μl Blockingpuffer je Objektträger für 60 Minuten 
 Inkubation mit dem in Blockingpuffer gelösten primären Antikörper gegen Kollagen-
I oder -II über Nacht  
 Nach Ablauf der Inkubationszeit 3 x mit Waschpuffer waschen 
 Inkubation mit dem ebenfalls in Blockingpuffer gelösten Sekundärantikörper Biotin-
SP-conjugated AffiniPure Goat-anti-mouse für 60 Minuten und anschließend 
erneutes 3maliges waschen 
 30 Minuten vor Ablauf der Inkubationszeit muss die ABC-Lösung hergestellt werden, 
da diese selbst 30 Minuten inkubieren muss 
 nach Zugabe der ABC-Lösung erneute Inkubation für 90 Minuten und danach 
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sammeln der Schnitte in Waschpuffer  
 Entwicklung der Färbung mit DAB, spülen der Schnitte entionisiertem Wasser 




2.2.11.2 Verdau für Kollagen II-Elisa 
 
Für die quantitative Analyse des Kollagen II-Gehalts wurden Elisas durchgeführt, wofür 
von jeder Probe 4 Stammzellaggregate verwendet wurden.  
Zu diesen 4 Aggregaten wurden in einem ersten Schritt 200 µl Verdau NaCl/Essigsäure 
und 25 µl Essigsäure/Pepsin (10mg/ml Pepsin in 0,05M Essigsäure) gegeben. Nach 
einspannen in den Rotator und Andau über Nacht bei 4°C wurden die Cups kurz 
anzentrifugiert und anschließend mit dem PowerGen zerkleinert. Der 
Zerkleinerungseinsatz des PowerGen wurde nach jeder Probe mit 200 µl der Verdau 
NaCl/Essigsäure nachgespült um an diesem verbliebene Probenreste nicht zu verlieren. 
Zu dieser Suspension wurden erneut 25 µl der Essigsäure/Pepsin-Lösung gegeben und 
sie wurde für weitere 48h unter ständiger Rotation bei 4°C verdaut. Nach Ablauf dieser 
Zeit wurden 50 µl 10x TBS zugegeben und der pH-Wert auf 8,0 eingestellt. Nachdem 50 
µl Elastase (1mg/ml in 1x TBS) zugegeben waren, erfolgte eine erneute 24 stündige 
Inkubation bei 4°C unter Rotation. 
Die Proben wurden daraufhin für 5 Minuten mit 10.000U/Min abzentrifugiert und der 
Überstand für die weitere Analytik (Kollagen II-Elisa, DNA-Bestimmung) gemäß dem 












Zur standardisierten Beurteilung von Meniskusreparaturgewebe wurde am Lehrstuhl 
für Unfallchirurgie des Universitätsklinikums Regensburg ein Scoringsystem sowohl für 
die makroskopische Auswertung der gewonnen Menisken als auch deren Histologie 
entwickelt und veröffentlicht [164]. 
Dieses System ist folgendermaßen aufgebaut: 




1. Makroskopische Defektfüllung: 
 








 0= keine Integration  1= partiellen,             2= beidseits partielle    3= komplette distale 
          einseitige Integration   bzw. einseitig                und proximale 
              komplette Integration                     
  Integration 
 
4. Zellzahl: 
     0= keine Zellen       1= >10 2= <10  3= meniskus- 
             Zellcluster/Schnitt        Zellcluster/Schnitt        ähnliches 
  Zell/Matrixverhältnis   Verhältnis 




0= keine meniskoiden    1= <25%  2= 25-75%  3= >75% 




   0= keine Färbung       1= <25% 2= 25-75% 3= >75% 
 
7. Kollagen Typ II-Gehalt: 
 




        0= keine Stabilität         1= weich, gerissen 2= formstabil 3= druck- und 
          zugelastisch 
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Summiert man die Einzelwerte zu einem Gesamtscore, so erhält man Gesamtwerte 





Die statistische Auswertung der Scoringergebnisse erfolgte durch Errechnen der 
Gesamtsummen der einzelnen Scoringpunkte für jeden einzelnen Meniskus sowie 
durch das Bilden eines Mittelwertes von allen Menisken für jede behandelte Gruppe 
sowie die jeweils dazugehörigen Kontrollgruppen. Anschließend wurde jede 
behandelte Gruppe mit der jeweiligen Kontrollgruppe verglichen. Die Ergebnisse 
wurden in Histogrammen dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit PASW, 








3.1. Ergebnisse des Serumtests 
 
Da unter Verwendung des für humane mesenchymale Stammzellen ausgetesteten FBS 
keine ausreichende Differenzierung von mensenchymalen Kaninchenstammzellen 
unter 10 ng/ml TGF-β1 erreicht werden konnte (siehe Abb. 3.1), musste für diese 
Zellen ein eigenes Serum ausgetestet werden. Die Stammzellen zeigten bereits 
während der Kultivierung in Zellkulturflaschen eine deutlich unterschiedliche und 
serumabhängige Wachstumsgeschwindigkeit. Bei einigen Testseren konnte überhaupt 
keine Konfluenz erreicht werden, so dass diese Seren bereits vor der 
Differenzierungsphase ausgeschlossen werden mussten. Es zeigten sich allerdings auch 
große Unterschiede zwischen den verschiedenen Kaninchen, von denen die Zellen 
gewonnen wurden. Die gut gewachsenen Zellen gingen in die Differenzierungsphase 
unter TGF-β1. In dieser Zeit schieden weitere Seren aus, da sich die Aggregate trotz 
gutem Wachstums der Zellen in der Anzuchtphase zunehmend auflösten und 
verschwanden. Nach der histologischen Auswertung der übrig gebliebenen Aggregate 
konnte letztlich ein Serum gefunden werden, das bei den meisten Kaninchenzellen 
eine relativ gute Differenzierung zeigte. 
              DMMB-Färbung                                  Kollagen-II-Immunhistochemie 
Abbildung 3.1: Histologische Ansicht eines Zellaggregates nach 




3.2. FGF (Fibroblast Growth Factor) -Test 
 
Da die Differenzierung bei dem durchgeführten Serumtest (s.o.) auch mit dem am 
besten geeigneten FBS nicht durchwegs zufrieden stellend war, wurde ein Vergleich 
der chondrogenen Differenzierung mit und ohne Zugabe von Fibroblast Growth Factor 
(FGF) zum MSC-Medium durchgeführt. Bei allen Zellkulturflaschen mit FGF zeigte sich 
unabhängig vom verwendeten Serum und Kaninchen ein deutlich schnelleres Erreichen 
der Konfluenz als bei den jeweiligen Vergleichsflaschen ohne FGF. Die Zellen wurden 
nach Erreichen der Konfluenz ebenfalls in die Differenzierungsphase in einer 
Aggregatkultur gegeben und anschließend histologisch ausgewertet. Bei dem Serum 
250112 zeigte sich in allen Aggregaten eine gute chondrogene Differenzierung, 
unabhängig davon, von welchem Kaninchen die Zellen stammten (siehe Abb.3.3) und 
auch unabhängig vom Zusatz von FGF zum MSC-Medium (siehe Abb.3.4). Ohne die 
Zugabe von FGF konnte allerdings nur eine deutlich geringere Zellzahl erzielt, oder die 
Konfluenz gar nicht erreicht werden. Aus diesem Grund wurde für die weiteren 
Versuche mit mesenchymalen Stammzellen von Neuseelandkaninchen das FBS 250112 
mit Zusatz von FGF verwendet. 
 
   DMMB-Färbung                          Kollagen II Immunhistochemie 
Abbildung 3.3: Histologische Ansicht eines Zellaggregates nach Differenzierung unter 





DMMB-Färbung               Kollagen-II-Immunhistochemie 
 
Abbildung 3.4 Histologische Ansicht eines Zellaggregates nach Differenzierung unter 10 




3.3. Chondrogene Differenzierung von passagierten mesenchymalen Neuseeland-
kaninchenstammzellen 
 
Da die Zahl an mesenchymalen Stammzellen von Kaninchen, die durch eine 
Knochenmarkpunktion gewonnen werden können, sehr beschränkt ist, wurde 
getestet, inwieweit die chondrogene Differenzierungsfähigkeit der Zellen nach ein- und 
zweimaliger Passage erhalten bleibt, da hierdurch die zur Verfügung stehende Zellzahl 
vervielfacht werden könnte. Die Anzucht der Zellen erfolgte unter Zugabe von FGF zum 
Zellkulturmedium. Hierbei zeigte sich nach chondrogener Differenzierung in der 
Aggregatkultur unter 10 ng/ml TGF-β1 für 21 Tage sowohl für die Stammzellen der 
ersten, als auch die der zweiten Passage immunhistochemisch eine, verglichen mit den 
nativen Zellen, unverändert gute Expression von Kollagen II. Auch in der 
Glykosaminoglykanexpression konnte kein Unterschied zwischen den einzelnen 
Passagen festgestellt werden.  Folglich wurde davon ausgegangen, dass gegebenenfalls 
eine Passagierung der mesenchymalen Stammzellen ohne Verlust der 




3.4. Dosiswirkungskurve für BMP-7 bei humanen MSCs 
 
Für die weiteren in vitro-Versuche war die Kenntnis der für die chondrogene 
Differenzierung idealen BMP-7 Konzentration essentiell. Deshalb wurde eine 
Dosiswirkungskurve für BMP-7 im chondrogenen Differenzierungsmedium 
durchgeführt und mittels Histologie und Kollagen-II-Elisa ausgewertet. Die einzelnen 
Konzentrationen des Wachstumsfaktors wurden sowohl mit als auch ohne 10 ng/ml 
TGF-β1 getestet (siehe Abb.3.5). 
 
TGF-β 10 ng/ml ohne TGF-β 
BMP-7 0 ng/ml BMP-7 0 ng/ml 
BMP-7 5 ng/ml BMP-7 5 ng/ml 
BMP-7 10 ng/ml BMP-7 10 ng/ml 
BMP-7 50 ng/ml BMP-7 50 ng/ml 
BMP-7 100 ng/ml BMP-7 100 ng/ml 
BMP-7 200 ng/ml BMP-7 200 ng/ml 
Abbildung 3.5: Gruppeneinteilung der Dosiswirkungskurve 
 
 
In der histologischen Auswertung der Zellaggregate zeigte sich eine starke Expression 
von Glykosaminoglykanen sowie von Kollagen II in allen Gruppen mit TGF-β1, ohne 
dass eine deutliche Verbesserung durch die Zugabe von BMP-7 sichtbar war (siehe 
Abb. 3.6). In den Gruppen ohne TGF-β1 konnte histologisch keine chondrogene 




DMMB-Färbung             Kollagen-II-Immunhistochemie 
 
  DMMB-Färbung   Kollagen-II-Immunhistochemie 
Abbildung 3.6: Histologische Ansicht von Zellaggregaten (Kollagen II 
Immunhistochemie) bei Zugabe von TGF-β1 10 ng/ml (Vergrößerung 4x) 
DMMB-Färbung   Kollagen-II-Immunhistochemie 
Abbildung 3.7: Histologische Ansicht eines Zellaggregates nach 21 Tagen 
Differenzierung unter 100 ng/ml BMP-7 ohne TGF-β1 (Vergrößerung 4x) 
BMP-7 0 ng/ml BMP-7 0 ng/ml 




Des Weiteren wurden die einzelnen Gruppen der Dosiswirkungskurve auch quantitativ 
mittels Kollagen II-Elisa untersucht. Hierbei zeigte sich ein, in der Histologie nicht 
erkennbarer, deutlicher Anstieg der Kollagen II-Konzentration bezogen auf die 
jeweilige DNA-Konzentration und damit die Zellzahl mit zunehmender Konzentration 
von BMP-7. Durch die zusätzliche Gabe von mindestens 50 ng/ml BMP-7 konnte 
nahezu eine Verdopplung der Kollagen II-Konzentration, verglichen mit der alleinigen 
Gabe von 10 ng/ml TGF-β1, erzielt werden. Dieser Anstieg war aber nicht signifikant. 
Durch eine noch höhere Konzentration des Differenzierungsfaktors (200 ng/ml) wurde 
eine weitere, allerdings nicht mehr so deutliche Steigerung erreicht (siehe Abb. 3.8). 
Eine deutlich geringere Expression von Kollagen II als in allen anderen 
Versuchsgruppen fand sich bei Zugabe von 10 ng/ml BMP-7, was aber ebenfalls nicht 
das Signifikanzniveau erreichte. In den Gruppen ohne TGF-β1 war durchwegs 
wesentlich (um den Faktor 5-10) weniger Kollagen II messbar. Auch ein Anstieg durch 
Zugabe von BMP-7 in steigender Konzentration konnte nicht beobachtet werden (siehe 
Abb.3.8).  
 
Abbildung 3.8: Kollagen II Elisa von Zellaggregaten nach 21 d Differenzierung unter 
Zugabe der beschriebenen Wachstumsfaktoren (Kollagen II Konzentration auf DNA-
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Um die Zellaggregate hinsichtlich einer möglichen Hypertrophie zu untersuchen, 
wurde eine Alkalische-Phosphatase-Färbung durchgeführt. In dieser konnte gezeigt 
werden, dass mit zunehmender BMP-7-Konzentration im Differenzierungsmedium 
auch die Expression von alkalischer Phosphatase ansteigt. Bei der höchsten BMP-
Konzentration war diese so stark ausgeprägt, dass die Konzentration trotz der 
höchsten Kollagen-II-Expression nicht für die weiteren Versuche in Frage kam (siehe 
Abb. 3.9). Aus diesem Grund wurde für die weiteren Versuche mit humanen 
mesenchymalen Stammzellen die Konzentration 100 ng/ml BMP-7 verwendet. Bei 
dieser Konzentration konnte alkalische Phosphatase nur im äußersten Randbereich 
nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.10). 
  DMMB-Färbung    AP-Färbung 
 
Abbildung 3.9  Histologische Ansicht eines Zellaggregates, 200ng/ml BMP-7, 10ng/ml 










DMMB-Färbung    AP-Färbung 
 
Abbildung 3.10  Histologische Ansicht eines Zellaggregates, 100 ng/ml BMP-7, 10 ng/ml 
TGF-β1 (Vergrößerung 4x) 
 
 
Nur unter dem Einfluss von BMP-7 im Differenzierungsmedium ohne Zugabe von TGF-
β1 war für alle BMP-Konzentrationen nach 21 Tagen fast keine alkalische Phosphatase 
nachweisbar (siehe Abb. 3.11). 
 
  DMMB-Färbung    AP-Färbung 
 
Abbildung 3.11  Histologische Ansicht von Zellaggregaten zweier Patienten (Alkalische 





3.5 Dosiswirkungskurve bei mesenchymalen Kaninchenstammzellen 
 
Analog zum Versuchsaufbau der Dosiswirkungskurve bei humanen mesenchymalen 
Stammzellen wurde der Versuch mit Kaninchenstammzellen durchgeführt, um die 
optimale Konzentration an BMP-7 für die Vorkultivierung der Stammzellen in 
chondrogenem Kulturmedium bei der entsprechenden Gruppe des in vivo-Versuchs zu 
finden. Auch hier erfolgte die Auswertung mittels Histologie und Kollagen-II-Elisa. 
 
Makroskopisch zeigt sich in allen Aggregatgruppen, die TGF-β1 in der Dosierung 10 
ng/ml erhalten haben, unabhängig von der BMP-7-Dosierung, ein relativ uniformes 
Erscheinungsbild. Die Aggregate, die kein TGF-β1 im Differenzierungsmedium erhalten 
haben, waren deutlich kleiner und zeigten mit zunehmender BMP-7-Konzentration 
eine deutliche Größenzunahme (siehe Abb. 3.12). In der Gruppe ohne BMP-7 und ohne 
TGF-β1 löste sich bei einer der verwendeten Zellreihen 1 Aggregat, bei den beiden 








Abbildung 3.12 Makroskopische Bilder von Zellaggregaten einer Zelllinie nach 21 Tagen 
Differenzierung unter Zugabe der genannten Konzentration an BMP-7 ohne TGF-β 
 
 
Histologisch zeigten alle Gruppen mit TGF-β1 nach 21 Tagen Differenzierung in der 
DMMB-Färbung eine gleichmäßige, starke Glykosaminoglykanexpression, ebenfalls 
unabhängig von der BMP-7-Konzentration. Analog dazu war immunhistochemisch in 
allen Gruppen eine gleichmäßig starke Expression von Kollagen-II nachweisbar (siehe 
Abb. 3.13). Ohne TGF-β1 ist sowohl die Glykosaminoglykan-, als auch die Kollagen-II-
Expression deutlich schwächer und ungleichmäßiger ausgeprägt. Allerdings wird sie bei 
hohen BMP-7-Konzentrationen auch deutlich stärker als bei niedrigen Konzentrationen 




200 ng/ml   
500 µm 500 µm 




  DMMB-Färbung   Kollagen-II-Immunhistochemie 
 
Abbildung 3.13 Histologische Ansicht von Zellaggregaten einer Zellreihe nach 21 Tagen 

















          DMMB-Färbung                          Kollagen-II-Immunhistochemie 
       DMMB-Färbung                      Kollagen-II-Immunhistochemie 
 
Abbildung 3.14 Histologische Ansicht von Zellaggregaten einer Zellreihe nach 21 Tagen 




Es lässt sich bereits in den an Tag-1 entnommenen Aggregaten immunhistochemisch  
eine leichte Kollagen-I-Expression nachweisen. Sowohl in den Gruppen mit als auch in 
den Gruppen ohne TGF-β1  zeigt sich in den Randbereichen der Aggregate mit 
steigender BMP-7-Konzentration zunehmend Kollagen-I. 
 
Die histologischen Schnitte wurden ebenfalls auf alkalische Phosphatase gefärbt. Hier 
zeigte sich in allen Gruppen, die den Wachstumsfaktor TGF-β1 erhalten haben, eine 
200 ng/ml 





mehr oder weniger deutlich ausgeprägte, sich diffus über das gesamte Aggregat 
verteilende Expression von alkalischer Phosphatase. Sie ist bereits bei alleiniger Zugabe 
von TGF-β1 als Differenzierungsfaktor nachweisbar und steigt mit zunehmender BMP-
7-Konzentration weiter an (siehe Abb. 3.17). In den Aggregatgruppen, welche kein 
TGF-β1 im Differenzierungsmedium erhielten, ist nur eine deutlich geringere Aktivität 
von alkalischer Phosphatase nachweisbar. Mit zunehmender Konzentration an BMP-7 
steigt sie allerdings auch in diesem Fall an. In der Kontrollgruppe, deren 
Differenzierungsmedium weder TGF-β1, noch BMP-7 enthielt, konnte keine Aktivität 






Abbildung 3.17 Histologische Ansicht von Zellaggregaten einer Zellreihe nach 21 Tagen 
Differenzierung unter genannter Konzentration an BMP-7 und 10 ng/ml TGF-β1  
(Vergrößerung 4x) 
 
0 ng/ml 10 ng/ml 




Die quantitative Untersuchung des gebildeten Kollagen-II erfolgte durch einen 
Kollagen-II-Elisa. Hierbei zeigte sich in den Aggregatgruppen mit dem Wachstumsfaktor 
TGF-β1 mit steigender BMP-7-Konzentration keine deutliche Änderung der gebildeten 
Kollagen-II-Menge. Es konnte jedoch bei allen Zellreihen der höchste Wert an Kollagen-
II bei der BMP-7-Konzentration 50ng/ml im Differenzierungsmedium beobachtet 
werden (siehe Abb. 3.18). Dies zeigte sich besonders deutlich bei der Betrachtung der 
Mittelwerte über die verschiedenen Zellreihen. Im Vergleich zu der nächst niedrigeren 
Konzentration von 10 ng/ml wurde signifikant mehr Kollagen-II gebildet (p=0,015). 
Verglichen mit den beiden höheren Konzentrationen 100 ng/ml bzw. 200 ng/ml war 
der Unterschied nicht signifikant (p=0,15 bzw. p=0,33). 
Bei Verzicht auf TGF-β1 im Differenzierungsmedium konnte mit zunehmender BMP-7-




Abbildung 3.18 Mittelwerte der Kollagen II Elisas aller Kaninchen (Kollagen II 
Konzentration auf DNA-Konzentration bezogen) gemessen in den Aggregatkulturen 
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Bei der Messung der DNA-Menge zeigten sich in allen Gruppen, welche TGF-β1 
erhielten, annähernd gleiche DNA-Konzentrationen in allen Gruppen, unabhängig von 
der BMP-7-Konzentration (siehe Abb. 3.19). Verglichen mit der ursprünglichen DNA-
Menge an Tag 1 fielen die Werte allerdings etwas geringer aus. Signifikante 
Unterschiede in den DNA-Konzentrationen konnten zwischen den Gruppen, welche 
verschiedene Konzentrationen an BMP-7 erhielten, nicht festgestellt werden. 
Bei alleinigem Differenzierungsfaktor BMP-7 im Medium zeigte sich eine Abhängigkeit 
der DNA-Menge von der BMP-7-Konzentration. Bei sehr geringen Konzentrationen im 
Differenzierungsmedium war nach 21 Tagen auch die DNA-Menge und folglich auch 
die Zahl an noch vitalen Zellen nur noch sehr gering, verglichen mit den Gruppen, 





Abbildung 3.19 Mittelwerte der DNA-Konzentrationen aller Kaninchen gemessen in 






















Aufgrund der Ergebnisse des Kollagen-II-Elisas und der Histologie wurde für die 
Vorkultivierung der Stammzellen für den in vivo-Versuchsteil die BMP-Konzentration 
50 ng/ml in Kombination mit 10 ng/ml TGF-β1 gewählt, da durch sie die optimale 
chondrogene Differenzierung der mesenchymalen Kaninchenstammzellen erreicht 
werden konnte, ohne dass dazu eine relevante osteogene Differenzierung in Kauf 
genommen werden musste. 
 
 
3.6 Effekt von BMP-7 auf die chondrogene Differenzierung von humanen  
mesenchymalen Stammzellen 
 
Makroskopisch zeigte sich über die Kultivierungszeit eine deutliche Größenzunahme 
der Zellaggregate durch die alleinige Zugabe von 100 ng/ml BMP-7 oder 10 ng/ml TGF-
β1 gegenüber der Vergleichsgruppe ohne Wachstumsfaktoren. Diese Größenzunahme 
ist in der TGF-β1-Gruppe deutlich stärker ausgeprägt als in der Gruppe mit BMP-7. 
Auch mit zunehmender Kulturdauer wachsen die Zellaggregate. Durch den 
kombinierten Zusatz von BMP-7 und TGF-β1 konnte ein additiver Effekt im Vergleich 
zur alleinigen Zugabe eines der Wachstumsfaktoren beobachtet werden (siehe Abb. 











Abbildung 3.20 Makroskopische Bilder von Zellaggregaten einer Zelllinie nach 21 Tagen 
Kultivierung unter Zugabe der genannten Wachstumsfaktoren 
 
Sowohl in der Glykosaminoglykanfärbung als auch immunhistochemisch zeigte sich 
eine über die Kultivierungszeit zunehmende Differenzierung sowohl in der Gruppe mit  
dem alleinigen Differenzierungsfaktor TGF-β1 als auch in der Gruppe mit TGF-β1 und 
BMP-7. Gut differenziert waren die Zellaggregate erst am Entnahmetag 21, wobei in 
den Gruppen mit TGF-β1 durch die zusätzliche Zugabe von BMP-7 histologisch 
allenfalls eine geringfügige Verbesserung der Differenzierung in den sehr gut 
durchdifferenzierten Aggregaten beobachtet werden konnte (siehe Abb. 3.21). Ohne 
TGF-β1 im Differenzierungsmedium waren allenfalls in sehr geringem Umfang 
Glykosaminoglykane oder Kollagen II nachweisbar. An den früheren Zeitpunkten Tag 7 
und Tag 14 war sowohl die Glykosaminoglykan- als auch die Kollagen II-Expression sehr 
gering, allerdings war an Tag 14 bei den Zellaggregaten, welche zusätzlich zu TGF-β1 
noch BMP-7 als Wachstumsfaktor erhalten hatten, eine bessere Differenzierung 
TGF-β1 
BMP-7 Kontrolle 
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nachweisbar als bei solchen, welche nur TGF-β1  erhalten hatten (siehe Abb. 3.22). Am 
Entnahmetag 1 war keine Differenzierung nachweisbar. 
 
 
   DMMB-Färbung                                Kollagen-II-Immunhistochemie 
 
Abbildung 3.21 Histologische Ansicht von Zellaggregaten nach 21 Tagen 
Differenzierung unter den genannten Wachstumsfaktoren (Vergrößerung 4x) 
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    DMMB-Färbung               Kollagen-II-Immunhistochemie 
 
Abbildung 3.22 Histologische Ansicht von Zellaggregaten nach 14 Tagen 
Differenzierung unter genannten Wachstumsfaktoren (Vergrößerung 4x) 
 
 
Bei der Färbung auf alkalische Phosphatase zeigte sich am Tag 1 und am Tag 7 keine 
Anfärbbarkeit. An Tag 14 konnte in den Gruppen mit TGF-β1 und BMP-7 bereits 
alkalische Phosphatase in den Randbereichen der Aggregate nachgewiesen werden 
(siehe Abb. 3.24). In allen anderen Gruppen zeigte sich zu diesem Zeitpunkt noch 
keinerlei Expression von alkalischer Phosphatase. 
Nach 21 Tagen Kultur war in den Gruppen mit beiden Wachstumsfaktoren ein deutlich 
breiterer und intensiverer Randsaum mit alkalischer Phosphatase sichtbar. In deutlich 
geringerem Umfang war zu diesem Zeitpunkt auch in den Gruppen nur mit TGF-β1 
bzw. nur mit BMP-7 in den Randbereichen der Aggregate eine Expression von 
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alkalischer Phosphatase nachweisbar (siehe Abb. 3.25). Es zeigte sich somit auch 
bezüglich der Hypertrophie der Zellen ein additiver Effekt durch die kombinierte 
Zugabe von BMP-7 und TGF-β1, welche bereits zu früheren 
Differenzierungszeitpunkten einsetzte als bei Verwendung von lediglich einem 
Differenzierungsfaktor. 
In den Kontrollgruppen ohne einen der beiden Faktoren war keinerlei Aktivität von 
alkalischer Phosphatase zu sehen. 
 
Färbung auf Alkalische-Phosphatase 
 
Abbildung 3.24 Histologische Ansicht von Zellaggregaten einer Zellreihe nach 14 Tagen 
















Färbung auf Alkalische-Phosphatase 
 
Abbildung 3.25 Histologische Ansicht von Zellaggregaten nach 21 Tagen 
Differenzierung unter den genannten Wachstumsfaktoren (Vergrößerung 4x) 
 
 
In der quantitativen Auswertung mittels Kollagen II-Elisa zeigte sich, dass sowohl in der 
Kontrollgruppe ohne TGF-β1 und BMP-7 als auch in der Gruppe nur mit BMP-7 keine 
Kollagen II-Expression über die gesamte Laufzeit stattfindet. An Tag 1 ist ebenfalls kein 
Kollagen II nachweisbar. 
Bereits an Tag 14 war in der Gruppe nur mit TGF-β1 Kollagen II messbar. Die Menge an 
Kollagen II, bezogen auf die gemessene DNA-Menge, konnte durch die zusätzliche 
Gabe von BMP-7 noch tendenziell gesteigert werden, allerdings war diese Steigerung 
nicht signifikant (p=0,208). Nach 21 Tagen Kultivierung stieg die Gesamtmenge an 
Kollagen-II bezogen auf die DNA-Menge gegenüber Tag 14 nochmals deutlich an, auch 
zu diesem Zeitpunkt konnte eine Steigerung der Kollagen II-Menge durch die Zugabe 





von BMP-7 erreicht werden. Die Steigerung der gebildeten Kollagen II-Menge durch die 
Zugabe von sowohl BMP-7 als auch TGF-β1 gegenüber der alleinigen Zugabe von TGF-
β1 war nicht signifikant (p= 0,155), ebenso die Steigerung von Tag 14 auf Tag 21 in den 
Gruppen mit TGF-β1 ohne bzw. mit BMP-7 (p=0,125 bzw. p=0,094) (siehe Abb. 3.26). 
Die erzielte Gesamtmenge an Kollagen II war allerdings zwischen den verschiedenen 









Bei der alleinigen Betrachtung der quantitativen Menge an Kollagen II, ohne diese auf 
die DNA-Menge zu beziehen, zeigte sich ein vergleichbares Bild. Das jeweilige 
Signifikanzniveau war ebenfalls nahezu identisch zu dem entsprechenden, auf die 


















Durch die quantitative Messung der DNA-Menge konnte gezeigt werden, dass in allen 
Gruppen über die Laufzeit von 21 Tagen die DNA-Menge und folglich die Zellzahl in den 
Aggregaten abnimmt. Am höchsten blieb die DNA-Menge, welche in allen 4 
Versuchsgruppen denselben Ausgangswert hatte (siehe Abb. 3.27), nach 21 Tagen 
Kultivierung in der Gruppe mit beiden Wachstumsfaktoren, gefolgt von der mit dem 
alleinigen Wachstumsfaktor TGF-β1 (siehe Abb. 3.28, Abb. 3.29). Die höhere DNA-
Menge in der Gruppe mit beiden Wachstumsfaktoren war sowohl gegenüber der 
Gruppe nur mit TGF-β1 (p=0,036) als auch gegenüber der Gruppe nur mit BMP-7 
(p=0,043) signifikant. In den beiden Aggregatgruppen ohne TGF-β1 ging die DNA-
Menge nach 21 Tagen auf unter 10% ihres Ausgangswertes vom ersten Tag zurück 
bzw. war nach 21 Tagen so niedrig, dass der Wert nicht mehr zuverlässig zu bestimmen 
war. Nach 14 Tagen Kultivierung konnte analog zu den Werten nach 21 Tagen in der 
Gruppe mit den Wachstumsfaktoren BMP-7 und TGF-β1 signifikant mehr DNA 
nachgewiesen werden als in den beiden Gruppen mit entweder TGF-β1 (p=0,024) oder 
BMP-7 (p=0,017). Aufgrund der deutlich höheren Zahl an vitalen Zellen in den 
Gruppen, welche BMP-7 als Differenzierungsfaktor erhielten, verglichen mit der 
jeweiligen Gruppe ohne BMP-7 sowohl an Tag 14 als auch an Tag 21, deutet dies auf 













































3.7 Behandlung eines Meniskusstanzdefektes in vivo 
 
 
3.7.1 Meniskusdefektregeneration durch Behandlung mit einer zellfreien 
Kompositmatrix und 1 µg BMP-7 
  
3 Monate nach Implantation einer Gelatine-Hyaluronsäure-Matrix und Zugabe von 1µg 
BMP-7 zeigte sich makroskopisch ein sehr heterogenes Bild, wobei die Reparatur der 
Meniskusstanzdefekte zwischen den einzelnen Kaninchen individuell sehr 
unterschiedlich erschien. Bei allen 6 Kaninchen war zumindest eine partielle Füllung 
des Defekts zu sehen. Das entstandene Gewebe imponierte insgesamt nicht sehr stabil 
(siehe Abb. 3.30). In keinem der behandelten Gelenke zeigten sich ein Infekt, Erguss, 


















Abbildung 3.30 Makroskopische Ansicht zweier Menisken mit einer zellfreien Matrix 
und 1 µg BMP-7 behandelt 
 
 
Histologisch waren sowohl bindegewebige Areale als auch knorpeltypische Gebiete mit 
perizellulären Knorpelhöfen abgrenzbar. Diese waren sowohl Proteoglykan- als auch 













Abbildung 3.31 Histologische Ansicht eines Meniskus  3 Monate nach Implantation 
einer zellfreien Matrix und 1 µg BMP-7 (linke Bildreihe), sowie des entsprechenden 







In der Kontrollgruppe, in welcher der Stanzdefekt nur mit einer zellfreien Matrix 
besetzt  wurde, zeigte sich makroskopisch ebenfalls ein individuell sehr 
unterschiedliches Bild des Reparaturgewebes. Im Schnitt imponierte die Füllung jedoch 
geringfügig instabiler als in der behandelten Gruppe. Histologisch konnte auch in 
dieser Gruppe fibröses Gewebe und auch vereinzelt Inseln mit fibrokartilaginärem 
Gewebe nachgewiesen werden. Diese zeigten auch eine Proteoglykan- und Kollagen II-
Expression. 
 
Beim Scoring des entstandenen Reparaturgewebes nach oben genanntem 
Scoringsystem kamen die mit einer zellfreien Matrix und 1 µg BMP-7 behandelten 
Menisken auf einen durchschnittlichen Wert von 11,7 von 24 Punkten.  Die 
Kontrollgruppe erreichte einen durchschnittlichen Wert von 9,5 von 24 Punkten. Der 
Unterschied zwischen den beiden Gruppen ist nicht signifikant (p=0,47). 
 
 
3.7.2 Meniskusdefektregeneration durch Behandlung mit einem nicht vorkultivierten 
Konstrukt aus mesenchymalen Stammzellen, einer Kompositmatrix und 1 µg BMP-7 
 
3 Monate nach Implantation eines Zell-Matrix-Konstrukts aus mesenchymalen 
Stammzellen des jeweiligen Kaninchens, einer Gelatine-Hyaluronsäurematrix und 1 µg 
BMP-7 zeigte sich makroskopisch bei allen 6 Fällen eine subtotale bzw. komplette 
Füllung des Stanzdefektes (siehe Abb. 3.32). In allen Fällen war der Defekt noch 
abgrenzbar. Dieses Reparaturgewebe imponierte teilweise druck-und zugelastisch, 
teilweise jedoch auch weich und gerissen. Insgesamt wies auch diese Gruppe deutliche 






Abbildung 3.32 Makroskopische Ansicht zweier Menisken mit einer MSC-besetzten 
Matrix sowie 1 µg BMP-7 behandelt 
 
 
Histologisch zeigten sich die komplett bzw. teilweise ausgefüllten Stanzdefekte 
fibrokartilaginös durchbaut mit perizellulären Knorpelhöfen. Der Aufbau war teilweise 
bereits meniskusähnlich, aber auch bindegewebige Areale waren noch nachweisbar. In 
dem Reparaturgewebe waren sowohl Proteoglykane als auch Kollagen II anfärbbar 
















Abbildung 3.33 Histologische Ansicht eines Meniskus 3 Monate nach Implantation 
eines MSC-Matrix-Konstrukts mit 1 µg BMP-7 (linke Bildreihe), sowie des 








In der Kontrollgruppe wurde eine zellfreie Matrix in den Stanzdefekt implantiert. Hier 
zeigte sich ebenfalls ein individuell sehr unterschiedliches Ergebnis, mit sehr 
unterschiedlichem Füllungsgrad der Stanzdefekte. Diese waren jedoch noch deutlicher 
abgrenzbar als in der behandelten Gruppe und wirkten auch wesentlich instabiler. 
Histologisch enthielten die Menisken dieser Gruppe deutlich weniger 
meniskusähnliches, fibrokartilaginöses Gewebe und dafür deutlich mehr 
bindegewebige Defektfüllung.  
 
Beim Scoring dieser Gruppe erreichte die Defektreparatur durch eine mit 
mesenchymalen Stammzellen beimpfte Gelatine-Hyaluronsäure-Matrix in Kombination 
mit 1 µg BMP-7 einen Durchschnittswert von 11,3 von 24 möglichen Punkten. Die 
Kontrollgruppe, bei welcher eine zellfreie Matrix implantiert wurde, erzielte 
durchschnittlich 8,7 von 24 Punkten. Dieses Ergebnis hat in dem gepaarten T-Test 
einen p-Wert von 0,13 und ist damit nicht signifikant. 
 
 
3.7.3 Meniskusdefektregeneration durch Behandlung mit einem 14 Tage 
vorkultivierten Zell-Matrix-Konstrukt 
 
Nach Beimpfen der Gelatine-Hyaluronsäurematrices mit mesenchymalen 
Knochenmarkstammzellen wurde dieses Zell-Matrix-Konstrukt für 14 Tage in 
chondrogenem Differenzierungsmedium mit 50 ng/ml BMP-7 und 10 ng/ml TGF-β1 
vorkultiviert. Anschließend wurde dieses Konstrukt in einen Meniskusstanzdefekt des 
jeweiligen Kaninchens implantiert. Nach 3 Monaten Laufzeit zeigte sich makroskopisch 
bei 5 von 6 behandelten Menisken eine fast komplette bzw. komplette Füllung des 






Abbildung 3.34 Makroskopische Ansicht zweier Menisken, mit einer 14 Tage in 




Histologisch zeigte sich das Reparaturgewebe fast durchwegs meniskusähnlich ohne 
größere fibrotische Areale sowie deutlicher Anfärbbarkeit von Proteoglykanen und 
Kollagen II (siehe Abb. 3.35). In einigen Menisken waren in dem Reparaturgewebe 
geringe Mengen von alkalischer Phosphatase anfärbbar, was für eine Hypertrophie der 
Knorpelzellen spricht. Insgesamt war das Erscheinungsbild der Menisken auf der 
behandelten Seite relativ homogen ohne große individuelle Unterschiede zwischen 
den Versuchstieren. Bei den Kontrollmenisken zeigte sich teilweise auch eine gute 
Defektfüllung, das Reparaturgewebe war allerdings deutlich weniger meniskusähnlich, 












Abbildung 3.35 Histologische Ansicht eines Meniskus 3 Monate nach Implantation 
eines 14 Tage in chondrogenem Differenzierungsmedium vorkultivierten MSC-Matrix-
Konstrukts (linke Bildreihe), sowie des entsprechenden Kontrollmeniskus nach 






Im kontralateralen Knie, bei welchem eine zellfreie Matrix als Kontrolle implantiert 
wurde, war die Defektfüllung deutlich inhomogener und inkompletter als in der 
behandelten Gruppe. Das entstandene Gewebe enthielt deutlich mehr fibröse Areale 
und imponierte wesentlich weicher und instabiler. 
Dies bestätigte sich beim Scoring des Reparaturgewebes, bei welchem die mit dem 
vorkultivierten Zell-Matrix-Konstrukt behandelte Gruppe durchschnittlich 15,7 von 24 
möglichen Punkten erhielt, während dies bei der Kontrollgruppe lediglich 8,3 von 24 
Punkten waren. Dieses Ergebnis ist mit dem gepaarten T-Test mit einem P-Wert von 
0,033 signifikant. 
Diese Versuchsgruppe erreichte von allen 3 untersuchten Gruppen die höchste 
durchschnittliche Scoring-Punktzahl (siehe Abb. 3.36). 
 
 
Abb. 3.36 Scoring-Punktzahlen aller 3 Versuchsgruppen nach 3 Monaten Laufzeit 
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Meniskusläsionen im avaskulären Bereich sind eine nach wie vor nur unbefriedigend zu 
therapierende Verletzung. Entsprechend gibt es auch viele Forschungsansätze um die 
Therapie zu verbessern. Mit der hier vorgestellten Arbeit konnte die erfolgreiche 
Reparatur eines Defektes im avaskulären Anteil des Meniskus durch Implantation einer 
mit mesenchymalen Knochenmarkstammzellen besetzten Gelatine-
Hyaluronsäurematrix unter Zugabe des Wachstumsfaktors BMP-7 gezeigt werden.  
In der Behandlung von Meniskusverletzungen im avaskulären Teil sollten durch die 
Therapie möglichst keine Veränderungen in der Kraftverteilung und folglich der 
biomechanischen Beanspruchungen entstehen, um keine präarthrotische Deformität 
zu schaffen. Folglich bietet sich das Tissue-Engineering, welches die Herstellung von 
Gewebe aus Matrices, Zellen sowie Wachstumsfaktoren, das dem natürlichen Gewebe 
möglichst ähnlich ist, darstellt, als sehr aussichtsreicher Therapieansatz hierfür an, 
obwohl der Kniemeniskus eine sehr komplexe Struktur ist, welche aus mehreren 
unterschiedlichen Komponenten besteht.  
Wachstumsfaktoren spielen eine zentrale Rolle im Bereich des Tissue-Engineering des 
Meniskus. Ein unselektives Gemisch von Wachstumsfaktoren wie sie im platelet rich 
plasma enthalten sind, scheint, wie von Zellner et al. gezeigt, hierzu allerdings nicht 
geeignet zu sein [103]. 
Ein im Zusammenhang mit Meniskusläsionen bisher sehr wenig erforschter 
Wachstumsfaktor ist BMP-7. Die bisherigen Studien über BMP-7 untersuchten in erster 
Linie dessen osteogenes Potential. Im Gegensatz zur Anwendung bei Meniskusläsionen 
existieren in diesem Anwendungsbereich bereits klinische Erfahrungen [22, 37, 71, 72, 
98].  
BMP-7 wirkt auch auf die Chondrogenese und kann bei multipotenten Zellen die 
Differenzierung zu Chondrozyten induzieren. So konnten Nahoko et al. bei bovinen 
Synovialzellen durch Zugabe von BMP-7 die Differenzierung in einen chondrozytischen 
Phänotyp induzieren. Bei Verwendung von BMP-7 als alleinigen Wachstumsfaktor ist 





Übereinstimmend dazu konnten Shen et al. bei mesenchymalen Stammzellen einen 
dosisabhängigen Effekt auf die Chondro- beziehungsweise Osteogenese zeigen. Durch 
die Kultivierung der Zellen mit 250 ng/ml BMP-7 wurde sowohl eine Chondrogenese 
als auch eine Osteogenese induziert. Mit hoher BMP-7-Konzentration stiegen sowohl 
die Expression von Kollagen II, als auch die von Osteocalcin, einem Marker für 
osteogene Differenzierung, an. Folglich kommt es bei hohen Konzentrationen zu einer 
Hypertrophie der Chondrozyten [23]. Aus diesem Grund musste versucht werden die 
für die chondrogene Differenzierung notwendige BMP-7-Konzentration gering zu 
halten, weshalb die Kombination mit TGF-β1 erfolgte. Dieser Wachstumsfaktor kann 
bei Synovialzellen in vitro eine chondrogene Differenzierung induzieren [49]. Bei 
mesenchymalen Stammzellen konnte durch die Kultivierung unter Zugabe von TGF-β1 
eine chondrogene Differenzierung mit einer gesteigerten Produktion von 
proteoglykanreicher extrazellulärer Matrix sowie Kollagen II erreicht werden [18, 49]. 
Kim et al. zeigten, dass die Kombination von 5 ng/ml TGF-β2 mit 100 ng/ml BMP-7 bei 
humanen Adipozyten-mesenchymalen Stammzellen sehr effektiv die Chondrogenese 
induzieren kann [43]. Ein weiterer, für die Heilung von Meniskusläsionen hilfreicher, 
Effekt von BMP-7 könnte seine zellprotektive Wirkung sein. Diesbezüglich wurde von 
Hurtig et al. bereits an einem Schafmodell gezeigt, dass BMP-7 nach einem akuten 
Knorpeltrauma die Zahl an apoptotischen Zellen signifikant reduzieren kann [41, 68]. 
In unseren Versuchen zeigte sich dazu passend bei humanen mesenchymalen 
Stammzellen in der Zellaggregatkultur bei gleichzeitiger Zugabe von TGF-β1 sowie 
BMP-7 mit steigender Konzentration an BMP-7 ein deutlicher Anstieg der gebildeten 
Kollagen-II-Menge. Die Zellaggregate nahmen auch makroskopisch deutlich an Größe 
zu. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Shen et al., welche ebenfalls mit 
zunehmender BMP-7-Konzentration eine Steigerung der Chondrogenesemarker 
nachwiesen. Mit zunehmender Konzentration konnte jedoch auch ein zunehmend 
breiter werdender, alkalische Phosphatase exprimierender Randsaum beobachtet 
werden, was für eine beginnende Hypertrophie der Chondrozyten spricht. Ohne 
gleichzeitige Zugabe von TGF-β1 zeigte sich ebenfalls ein Anstieg der Kollagen-II-





deutlich geringere Werte gemessen. Mit BMP-7 als alleinigen Differenzierungsfaktor 
wurde, wie oben angesprochen, bei Synovialzellen eine minimale Dosis von 200 ng/ml 
für die chondrogene Differenzierung herausgefunden [12]. Diese Dosis erreichte auch 
bei uns unter Verwendung von mesenchymalen Stammzellen die höchste Kollagen II – 
und Proteoglykan-Expression, jedoch konnte auch hier eine deutliche Aktivität der 
alkalischen Phosphatase als Hinweis auf eine Zellhypertrophie beobachtet werden, so 
dass sie für den Einsatz in der Meniskusreparatur nicht in Frage kam. Als geeigneter 
Kompromiss erschien uns deshalb bei humanen mesenchymalen Stammzellen die 
Kombination aus 10 ng/ml TGF-β1 und 100 ng/ml BMP-7, da sich in dieser Gruppe eine 
sehr gute chondrogene Differenzierung bei lediglich minimaler Expression von 
alkalischer Phosphatase einstellte. Ein weiterer interessanter Aspekt hinsichtlich der 
Aktivität der alkalischen Phosphatase ist, dass ihre Expression durch die kombinierte 
Zugabe beider Wachstumsfaktoren früher einsetzt und deutlich ausgeprägter ist als bei 
Differenzierung unter TGF-β1. BMP-7 selbst wurde bereits als die Expression 
osteogener Markerproteine fördernd beschrieben, wenngleich auch in höherer 
Konzentration als der hier verwendeten [23]. Entgegen dieser Ergebnisse wurde TGF- 
β1 in der Literatur als die Hypertrophie verhindernd vorbeschrieben [9]. Ein additiver 
Effekt dieser beiden Wachstumsfaktoren bezüglich der Zellhypertrophie wurde bisher 
nicht beschrieben. 
Der quantitative Vergleich der gebildeten Kollagen II-Menge bei kombinierter Zugabe 
von 10 ng/ml TGF-β1 sowie 100 ng/ml BMP-7 ergab nach 21 Tagen Differenzierung bei 
allen Zelllinien einen deutlichen Anstieg verglichen mit der alleinigen Zugabe von 10 
ng/ml TGF-β1. Dieser Unterschied ist jedoch mit einem p-Wert von 0,17 nicht 
signifikant, was allerdings auch Folge der sehr großen individuellen Unterschiede 
zwischen den Zelllinien sein kann. Auch ergaben sich Hinweise, dass durch die 
kombinierte Gabe der beiden Wachstumsfaktoren eine frühere Chondrogenese 
erreicht werden kann als durch die alleinige Gabe von TGF-β1. Dieser Effekt war jedoch 
nicht signifikant und vergleichbare Ergebnisse sind in der bisherigen Literatur nicht 
beschrieben. Verglichen mit der Gruppe, welche lediglich TGF-β1 als 





14, als auch nach 21 Tagen Differenzierung signifikant höhere DNA-Konzentrationen 
messen, was für eine höhere Zahl an noch vitalen Zellen spricht. Dies könnte ein 
weiterer Hinweis darauf sein, dass die Zugabe von BMP-7 protektiv auf das 
Zellüberleben wirkt.  
In einer in vivo-Studie an Schafen konnte die erfolgreiche Reparatur eines 
Gelenkknorpeldefekts durch eine zweiwöchige kontinuierliche Injektion von BMP-7 mit 
einer implantierten osmotischen Pumpe gezeigt werden [47]. In einem Pferdemodell 
mit einem fokalen chondralen Defekt wurde ebenfalls eine signifikant bessere 
Defektheilung als in der Kontrollgruppe erreicht [36]. Die Datenlage zur Wirkung von 
BMP-7 auf Meniskusläsionen ist bislang sehr dünn. 
Für einen eventuellen späteren klinischen Einsatz ist die Verfügbarkeit der 
Ausgangsmaterialien ein wesentlicher, die Durchführbarkeit der Therapie 
bestimmender Faktor. Auch sollten möglichst wenige operative Eingriffe notwendig 
sein, um das Risiko und die Belastung für den Patienten möglichst gering zu halten. 
Folglich wäre es optimal, wenn nur eine Operation notwendig wäre, sowie keine 
Gewinnung von Zellen des Patienten. Es konnte allerdings bereits von Zellner et al. 
gezeigt werden, dass die Zugabe eines Wachstumsfaktorgemisches in Form von 
platelet-rich-plasma zu keiner Verbesserung der Heilung von avaskulären 
Meniskusdefekten führt [103]. Aus diesen Überlegungen heraus gestalteten wir eine 
unserer in vivo-Versuchsgruppen: Im avaskulären Teil des Meniskus wurde ein 2mm 
messender, runder Stanzdefekt gesetzt, welcher mit einer Gelatine-Hyaluronsäure-
Kompositmatrix sowie einer einmaligen Gabe von 1 µg BMP-7 gefüllt wurde. Da Angele 
et al. zeigen konnten, dass durch diese Matrix gegenüber dem nicht gefüllten Defekt 
eine signifikante Verbesserung in der Defektheilung erzielt werden kann [3], 
verwendeten wir im kontralateralen Knie nur eine Matrix zur Defektfüllung als 
Kontrolle, um Verfälschungen des Ergebnisses durch die Effekte der Matrix zu 
vermeiden. Nach 12 Wochen Laufzeit zeigte sich im Scoring des entstandenen 
Reparaturgewebes ein geringfügig höherer Punktwert bei den behandelten Läsionen 





heterogen und das Ergebnis nicht signifikant. Mit BMP-7 alleine kann also keine 
Meniskusreparatur erreicht werden. 
Zur Verbesserung des Therapieerfolges liegt die Implantation einer zellbesetzten 
Matrix nahe. Aufgrund der geringen Verfügbarkeit verzichteten wir auf die 
Verwendung originärer Meniskus- oder Knorpelzellen, stattdessen griffen wir auf 
multipotente mesenchymale Knochenmarkstammzellen zurück. Für diese Zellen 
konnten bereits Ischimura et al. 1997 eine Verbesserung der Heilung avaskulärer 
Meniskusdefekte bei Kombination mit einem Fibrinclot, verglichen mit der alleinigen 
Behandlung der Läsion mit einem Fibrinclot, nachweisen.  
Des weiteren konnten Angele et al. die Reparatur eines kombinierten vaskulär-
avaskulären Meniskusdefektes in der Pars intermedia des Meniskus durch 
Implantation einer 14 Tage vorkultivierten, mit aufgereinigten und bis zur Konfluenz 
angezüchteten mesenchymalen Stammzellen besetzten Gelatine-Hyaluronsäure-
Matrix zeigen. Nach drei Monaten Laufzeit zeigte sich sowohl eine gute Defektfüllung 
mit meniskusähnlichem Gewebe als auch eine gute Integration des entstandenen 
Gewebes in das umliegende Meniskusgewebe. In der Kontrollgruppe, bei welcher 
lediglich die zellfreie Gelatine-Hyaluronsäure-Matrix implantiert wurde, konnte diese 
Reparatur nicht beobachtet werden. Da generell die Defektheilung im avaskulären Teil 
des Meniskus deutlich problematischer ist als im vaskulären Anteil, wurde von Zellner 
et al. die Reparatur eines avaskulären Meniskusstanzdefekts in der Pars intermedia des 
Meniskus untersucht. Nach Ablauf der drei Monate konnte auch hier in der Gruppe mit 
der mit mesenchymalen Stammzellen besetzten, 14 Tage vorkultivierten Matrix eine 
Ausfüllung des Defektes mit meniskusähnlichem Gewebe beobachtet werden, welches 
jedoch im Schnitt schlecht in den Meniskus integriert war. Eine deutlich bessere 
Integration des neu entstandenen Reparaturgewebes und signifikant bessere 
Defektheilung als in der Kontrollgruppe zeigte sich bei sofortiger Implantation der 
zellbesetzten Matrix in den Meniskusdefekt ohne vorherige Kultivierung im 
Differenzierungsmedium [103]. 
Neben den offensichtlichen Vorteilen, welche diese Zellen bezüglich der guten 





da es sich um körpereigene Zellen handelt, gibt es für einen klinischen Einsatz natürlich 
auch Nachteile und Risiken zu bedenken. Zum einen bedeutet die Gewinnung der 
Zellen einen zweiten Eingriff an einer anderen Körperstelle, welcher selbstverständlich 
auch mit seinen eigenen Risiken, wie Blutung oder Infektion, verbunden ist. Zum 
anderen bedeutet die notwendige Aufreinigung und Anzucht der mesenchymalen 
Stammzellen einen erheblichen personellen und finanziellen Aufwand.  
Aufgrund dieser Ergebnisse erachteten wir trotz der damit verbundenen Nachteile und 
Risiken mesenchymale Stammzellen als die am besten geeignete Zellquelle und 
untersuchten zwei weitere Gruppen in vivo. Einer Versuchsgruppe wurde in den 
Meniskusstanzdefekt eine mit mesenchymalen Stammzellen besetzte Matrix unter der 
einmaligen Zugabe von 1 µg BMP-7 implantiert. Kontrolle war auch hier die zellfreie 
Matrix. Auch in dieser Gruppe gab es individuelle Unterschiede zwischen den 
Versuchstieren, jedoch zeigte sich insgesamt eine gute Integration des entstandenen 
Gewebes. Dieses war stabil in dem umgebenden Meniskusgewebe verankert. Beim 
Scoring des Reparaturgewebes nach vorbeschriebenem System zeigte sich eine 
deutliche Verbesserung des therapeutischen Resultats gegenüber der Kontrollgruppe, 
welche allerdings mit einem p-Wert von 0,13 nicht signifikant war. Interessant hierbei 
ist, dass von Zellner et al. durch die Implantation einer mit mesenchymalen 
Stammzellen besetzten Matrix eine im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant bessere 
Defektheilung erreicht werden konnte, was hier bei Zugabe des als 
chondrogeneseinduzierend und zellprotektiv beschriebenen BMP-7 nicht der Fall war.  
Um zu untersuchen, ob die 14-tägige Vorkultur der zellbesetzten Matrices in 
chondrogenem Kulturmedium mit einer geeigneten Konzentration von BMP-7 und 
anschließende Implantation in den avaskulären Meniskusstanzdefekt eine verbesserte 
Heilung bewirken kann, untersuchten wir eine weitere in vivo-Gruppe.  
Die Ergebnisse unserer in vitro-Versuche zeigten, dass mit der Kombination aus BMP-7 
in geeigneter Konzentration sowie TGF-β1 eine chondrogene Differenzierung von 
mesenchymalen Kaninchenstammzellen induziert werden kann. Da nicht 
selbstverständlich davon ausgegangen werden konnte, dass sich mesenchymale 





Vorversuch auch für diese die optimale Dosis an BMP-7 für die Vorkultivierung 
ermitteln. Es zeigte sich bei allen Zelllinien ein höchster Wert der Kollagen-II-
Konzentration bei Zugabe von 50 ng/ml BMP-7 zu dem Differenzierungsmedium. Auch 
bei den Kaninchenstammzellen konnte ein Anstieg der Expression von alkalischer 
Phosphatase mit steigender BMP-7-Konzentration beobachtet werden, so dass auch in 
diesem Fall unbedingt eine zu hohe Konzentration vermieden werden musste. Als 
guter Wert erschien 50 ng/ml BMP-7, da bei dieser Konzentration die Expression von 
alkalischer Phosphatase noch sehr gering war und der Chondrogenesemarker Kollagen-
II seinen höchsten Wert aufwies.  
In dieser Gruppe zeigte sich eine sehr gute Defektfüllung und Integration des 
entstandenen Gewebes, ohne dass große individuelle Unterschiede zwischen den 
Versuchstieren auftraten. Das Reparaturgewebe entsprach histologisch weitestgehend 
Meniskusgewebe mit geringen fibrotischen Anteilen und war beim Scoring gegenüber 
der Kontrollgruppe signifikant besser. Verglichen mit den beiden anderen 
Versuchsgruppen erreichte diese Gruppe die höchste durchschnittliche Punktzahl beim 
Scoring und folglich auch die beste Defektreparatur. Zu bedenken ist allerdings, dass 
bei einigen Menisken im entstandenen Gewebe alkalische Phosphatase nachgewiesen 
werden konnte, was für eine beginnende Hypertrophie der Chondrozyten sprechen 
könnte. Folglich wäre eine Weiterdifferenzierung in osteogene Zelllinien denkbar, 
insbesondere da gezeigt werden konnte, dass BMP-7 in vivo zu einer 
Knochenneubildung in einer Kollagenmatrix führen kann [80]. Für einen Einsatz in der 
Meniskusreparatur wäre die Gefahr der Verknöcherung von Meniskusanteilen 
natürlich limitierend, da eine solche verstärkt zu degenerativen Gelenkveränderungen 
führt [94]. Da dies auch bei den Kontrollmenisken, welchen lediglich eine zellfreie 
Matrix implantiert wurde, der Fall war, ist dies möglicherweise auch unspezifisch und 
nicht Folge des Wachstumsfaktors. In diesem Zusammenhang kann auch ein Einfluss 
des Wachstumsfaktors FGF, welcher für die Anzucht der Stammzellen verwendet 
wurde, nicht ausgeschlossen werden, insbesondere da bereits gezeigt werden konnte, 





Da diese Gruppe für einen eventuellen klinischen Einsatz von den hier untersuchten 
die vielversprechendste ist, ist diesbezüglich eine weitere Evaluation sinnvoll. 
Insbesondere eine genaue Austestung der für die Meniskusreparatur optimalen 
Konzentration an BMP-7 ist dringend erforderlich, da in der bisherigen Literatur keine 
geeignete Konzentration hierfür beschrieben ist und auch die in diesem Versuch 
verwendete Einmalgabe von 1 µg BMP-7 auf keiner validierten Grundlage beruht. 
Selbstverständlich müssen die so hergestellten Implantate nicht nur bezüglich des 
Verhaltens der alkalischen Phosphatase, sondern auch sonst noch weiter untersucht 
werden. Hierfür wären insbesondere in vivo-Testungen mit deutlich längeren 
Laufzeiten sinnvoll, um die Langzeitstabilität, die dauerhaften Folgen der Implantate 
für den angrenzenden Gelenkknorpel und auch für die benachbarten Anteile des 
originären Meniskus sowie anderweitige derzeit nicht bekannte negative Folgen der 
























Meniskusläsionen im avaskulären Bereich stellen in der Traumatologie nach wie vor 
ein schwer behandelbares Problem dar. Die derzeit durchgeführte Therapie durch 
arthroskopisches Entfernen des geschädigten Meniskusanteils führt durch den 
Materialverlust und die daraus folgenden biomechanischen Veränderungen zu einer 
präarthrotischen Deformität. 
Mit der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass mittels des 
Wachstumsfaktors BMP-7 sowohl in vitro die Chondrogenese, als auch die Reparatur 
eines Meniskusstanzdefekts im avaskulären Bereich verbessert werden kann. 
In vitro konnte gezeigt werden, dass BMP-7 in steigender Konzentration die 
Chondrogenese verbessert und sich positiv auf das Überleben der Zellen in der 
Aggregatkultur auswirkt, was auf einen zellprotektiven Effekt des Wachstumsfaktors 
hindeutet. 
In vivo zeigte sich an einem Kaninchenmodell durch die Implantation einer zellfreien 
Gelatine-Hyaluronsäure-Kompositmatrix in Kombination mit der Gabe von 1 µg BMP-7 
keine verbesserte Defektheilung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Eine weitere 
Versuchsgruppe, deren Matrix mit mesenchymalen Stammzellen und 1 µg BMP-7 
besetzt war, erzielte eine verbesserte Defektheilung, welche jedoch nicht signifikant 
war. 
Die besten Ergebnisse konnten mit einem für 14 Tage in chondrogenem 
Differenzierungsmedium mit BMP-7 vorkultivierten Zell-Matrixkonstrukt erzielt 
werden. Durch die Implantation dieser Matrices wurde der Stanzdefekt signifikant 
besser gefüllt als in der Kontrollgruppe. 
Die gute Defektreparatur in der letztgenannten Gruppe zeigt, dass es mittels Tissue 
Engineering möglich ist, einen Meniskusschaden auch im avaskulären Bereich ohne 
zusätzlichen therapeutisch bedingten Verlust an Meniskusgewebe zu behandeln. 
Problematisch erscheint jedoch die Hypertrophieneigung und die Möglichkeit der 
Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen in eine osteogene Linie durch die 





Bei weiterer Evaluierung und Verbesserung des Therapieverfahrens wäre ein 
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